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Résumé français
BP1, une protéine homéotique est exprimée durant l’hématopoïèse dans la
lignée érythroïde et in vitro agit comme répresseur du gène adulte de 3-globine.
Afin de déterminer le rôle de la protéine BP1 humaine in vivo, nous avons généré
des souris transgéniques et des cellules embryonnaires souches (ES) qui expriment
BP1 au stade adulte grâce aux séquences régulatrices du gène de j3-globine
(LCRf3BP1f3). Des 121 souris que nous avons produites, une seu]e s’est avérée
positive mais était très mosaïque, ce qui a suggéré une létalité in utero. Cette
fondatrice présentait une splénomégalie et une érythropoïèse extramedullaire.
L’expression de BPI durant la différenciation des cellules ES en corps
embryonnaires montre une corrélation inverse avec l’expression du gène adulte de
f3-globine. Durant la différenciation en précurseurs hématopoïétiques, l’expression
de BPJ diminue l’expression du gène f3rnajeur dans les précurseurs éiythroïdes
primitifs et définitifs. Cependant, l’expérience nous indique une diminution
significative du pourcentage des colonies érythroides définitives seulement.
D’autre part, nous avons généré des souris transgéniques avec une construction
dépourvue du LCR (3BPIf3) et 12 fondatrices BP1 ont été obtenues générant des
lignées transgéniques. Plusieurs lignées indépendantes expriment BP1 à différents
niveaux et démontrent des défauts dans les paramètres hématologiques, suggérant
un rôle de BPI dans l’érythropoïèse muTine. Ces études montrent que BP1 régule
négativement le gène murin adulte de 3-globin et la différenciation érythroïde
définitive.
Mots clés: Hémoglobine, souris transgéniques, cellules souches embryonnaires,
répresseur, érythropoïèse.
VRésumé Anglais
BPY, a human homeotic protein, is expressed during hematopoiesis in the
erythroid lineage and in vitro repressed the aduit f3-globin gene. To detenrnine the
in vivo role of BPI in erythropoiesis, we have undertaken two complementary
approaches, using enforced BPlexpression with regulator element of 3-g1obin
(LCRf3BP1f3), in both transgenic mice and embiyonic stem celis. Despïte several
atternpts, only one transgenic BPÎ founder mouse arnong 121 mice vas obtained,
suggesting embryonic Iethality. This mouse expressed BPI and presumably
survived due to transgene mosaicism because the transgene could flot be
transmitted. The mouse displayed splenomegaly and extramedullaiy
erythropoiesis. BPI expression in primarv ES ceils differenciation showed an
inverse correlation with aduit f3-globin expression. In secondary differenciation,
BPJ expression reduced f3rnajor gene expression in both primitive and definitive
erythroid ceils whereas it impaired only the definitive erythroid celi
differenciation. Also, we have generated transgenic mice without the LCR
(f3BPlf3) and tve have obtained 12 transgenic founders and generated transgenic
unes. Some unes who expressed BPY show hematological disorder, suggesting a
role for BP1 in mouse erythopoiesis. These studies indicate that BP1 can
negatively modulate aduit j3-globin gene expression and definitive erythroid ccli
differentiation.
Key words: hemoglobin, transgenic mice, ernbryonic stem celis, repressor,
erythropoiesis.
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Chapitre 1
INTRODUCTION
1.1 Le système hématopoïétique
1.1.1 Ontogénie
Durant le développement embryonnaire, l’hématopoïèse est le premier
processus à prendre place après l’implantation du blastocyste. C’est à partir du
troisième feuillet embryonnaire, soit le mésoderme que la formation des ilôts
sanguins est spécifiée. Les ilôts sanguins contiennent deux types de cellules, la
cellule souche hématopoïétique (HSC) à l’intérieur et les angioblastes les
précurseurs des vaisseaux sanguins, à l’extérieur. L’hématopoïèse primitive se
définit comme étant la formation des cellules sanguines à partir de la cellule
souche hématopoïétique des ilôts sanguins. Au début du 20e siècle, on a proposé
l’existence d’un précurseur commun, l’hémangioblaste, à la cellule souche
hématopoïétique et à l’angioblaste (Sabin, 1920; Murray, 1932 et Wagner, 1980).
Plusieurs évidences supportent l’existence de l’hémangioblaste; premièrement, le
mésoderme spécifie l’HSC et les angioblastes. Deuxièmement, les deux types
cellulaires portent des marqueurs de surface communs (comme par exemple
CD34, VE-cadherine). Et, troisièmement, ils expriment plusieurs gènes communs
et se développent en étroite association spatiale et temporelle. L’hémangioblaste
serait donc le précurseur le plus primitif ayant un profil hématopoïétique (revue
par Lacaud et al., 2001). Voir figure 1.
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Figure 1. Schéma de l’origine du système hématopoïétique et des vaisseaux
sanguins. Adapté de Developmental Biology, 6e édition, Scott f. Gilbert.
Légende de la figure 1:
Représentation schématique de la spécification mésodermique et de la
différenciation vers les lignées lymphoïdes, myéloïdes et endothéliales.
Au cours du développement, l’hématopoïèse prend place dans des endroits
différents. Chez l’embryon humain, l’hématopoïèse primitive débute dans les îlots
sanguins du sac vitellin à partir du i se jour de gestation alors que chez la souris,
elle apparaît à 7.5 jours de gestation. Cette hématopoïèse primitive utilise l’HSC
qui se différencie en érythroblastes primitifs, larges et nucléés. Ces érythroblastes
primitifs synthétisent l’hémoglobine embryonnaire et la différenciation de ces
derniers est aussi appelée érythropoïèse primitive. Ensuite, il y a un déplacement
vers l’hématopoïèse définitive dans le foie foetal après quatre semaines de
gestation chez l’homme et à partir du 10-1 1e jour embryonnaire chez la souris.
Cette hématopoïèse définitive produit tous les précurseurs et les cellules
différenciées des lignées lymphoïdes, myéloïdes et érythroïdes à partir de l’HSC
adulte (définitive). Par la suite, cette hématopoïèse définitive se déplace une
dernière fois, au moment de la naissance, dans la moelle osseuse chez l’humain et
dans la moelle osseuse et la rate chez la souris.
31.1.1.1 Première hypothèse : une seule H$C
Le schéma général du système hématopoïétique et de ces différents sites au
cours du développement a été longtemps accepté comme résultant de la migration
de la HSC du sac vitellin à la moelle osseuse. Moore et Metcalf, 1970 ont montré
que le système hématopoïétique dérivait seulement du sac vitellin et plusieurs
auteurs (Cumano, 1993; Liu, 1993; Huang, 1993; Wong, 1986) ont montré
l’existence des précurseurs des cellules matures des lignées myéloïdes et
lymphoïdes dans le sac vitellin de même que la présence de cellules capables de
repopuler le système hématopoïétique à long terme (LTR-H$C). Récemment,
Palis et al., 1999, ont montré in vitro par des essais de formation de colonies à
partir de précurseurs d’embryons murins que le sac vitellin était le seul
responsable de l’érythropoïèse primitive et qu’il était la source première de
précurseurs définitifs durant le développement embryonnaire.
1.1.1.2 Deuxième hypothèse: deux HSC
Depuis les années 90, (outre les travaux de Palis, 1999) ce schéma est
remis en question pour plusieurs raisons. Chez les oiseaux et les amphibiens,
plusieurs résultats démontrent l’existence d’un autre site hématopoïétique,
dérivant du mésoderme entourant l’aorte. Cet autre site, qui est
intraembryonnaire, serait responsable de l’hématopoïèse définitive alors que le sac
vitellin ne serait responsable que de l’hématopoïèse primitive. Bien avant ces
résultats, Dieterlen-Lièvre et al., 1981, ont montré, en utilisant des chimères de
poulet et de caille, que les cellules souches du sac vitellin ne contribuent pas à la
formation des cellules hématopoïétiques adultes de l’animal.
4Chez la souris, plusieurs auteurs ont rapporté une absence de précurseurs
définitifs CFUs, colonie formant une unité dans la rate, et de LTR-HSC dans le
sac vitellin au jour embryonnaire 9 et 11 (Medvinsky, 1993; Muller,1994). Chez
la souris, un site d’activité d’hématopoïèse définitive intraembryonnaire pré-foie
foetal a été mis en évidence par Medvinsky et al., 1993. Ils ont montré que la
région AGM (aorte-gonade-mésonéphros), équivalente à la région identifiée chez
les oiseaux, contient une proportion significativement plus élevée de CFUs que le
sac vitellin au jour embryonnaire 9 chez la souris. En 1996, grâce à un nouveau
modèle in vitro de cultures d’organes, ils ont montré que l’apparition des HSC
s’initie de manière autonome et exclusive dans la région de l’AGM.
Nous avons donc deux modèles alternatifs de l’ontogénie du système
hématopoïétique, le modèle de l’unique HSC qui migre du sac vitellin à la moelle
osseuse et le modèle des deux HSC (primitive et définitive) qui dérivent du
mésoderme et migre dans le sac vitellin et dans l’AGM.
1.1.1.3 La cellule souche hématopoïétique
La cellule souche hématopoïétique est capable d’auto-renouvellement et
est capable de se différencier en précurseurs pluripotents, donnant les lignées
lymphoïdes et myéloïdes et multipotents, donnant une ou l’autre des lignées
(référer à la figure 1). Un exemple de ces précurseurs multipotents est le CFUs
qui donne naissance aux cellules myéloïdes mais pas aux cellules lymphoïdes.
Les précurseurs multipotents vont aussi se différencier successivement pour finir
par se différencier en cellules matures, composantes du sang. La différenciation
progressive de cette cellule souche entraîne une diminution graduelle du potentiel
prolifératif dans les précurseurs durant leur maturation.
51.1.2 Caractérisation des précurseurs de la moelle osseuse
Plusieurs outils ont été développés, au cours des années, afin d’étudier le
système hématopoïétique, la cellule souche hématopoïétique et ses précurseurs.
Au début des années 50, plusieurs auteurs ont établi l’existence des cellules
souches hérnatopoétiques à partir d’expériences de transplantation dans des souris
irradiées à des doses létales (Ford et al., 1956; Lindsley et al., 1955; Mitchison et
al., 1956; Noweli et al., 1956). La transplantation de cellules de rate protégeait
contre les effets d’une irradiation létale. À ce moment, l’hypothèse que les
cellules de rate du donneur colonise la rate de la souris receveur a été soulevée.
C’est en 1961 que Till et McCulloch ont montré que des cellules de moelle
osseuse transférées à des souris irradiées à des doses létales étaient capables de
former des nodules de cellules hématopoïétiques avec un potentiel prolifératif
dans la rate des souris irradiées et ce, entre 8 et 11 jours après le transfert. Avec
des analyses histologiques, ils ont montré qu’en plus du pouvoir prolifératif des
cellules constituant les nodules, celles-ci sont capable de se différencier. Les
nodules sont aussi constitués d’érythroblastes primitifs et définitifs, de
granulocytes et de mégacaryocytes. Ces nodules ont été appelés «colonie de la
rate» et les cellules à leur origine sont appelées «unité formant une colonie de la
rate » (CFUs), un précurseur multipotent.
En effectuant un second transfert de cellules, provenant des nodules, dans
des souris irradiées, Siminovitch et al., 1963, ont montré que les CfUs étaient
capable d’auto-renouvellement. Le nombre de colonies secondaires obtenu à
partir de chaque nodule variait de O à 1 000, ce qui représente une grande
6hétérogénéité de la distribution des cellules capables de former une colonie. Par
leurs résultats, ils ont attribué trois caractéristiques au CFUs, soient la capacité de
prolifération, d’auto-renouvellement et de différenciation. Mais, par la suite, ils
ont montré que le CFUs ne peut engendrer toutes les cellules matures des lignées
rnyéloïdes et lymphoïdes et donc, que le CFUs n’est pas la cellule souche
hématopoïétique tant recherchée.
Toujours dans le but d’isoler la cellule souche hématopoïétique, à cette
même époque, d’autres auteurs ont développé différentes cultures in vitro. En
1966, Bradley et Metcalf ont généré des colonies poussant dans l’agar sur une
couche de cellules nourricières qui étaient des cellules de rein murines. Ces
colonies à prédominance mononucléaire granulocytaire se développent à partir
d’une suspension monocellulaire de moelle osseuse ou de rate et non à partir des
cellules de ganglions ou de thymus. Ces colonies seront appelées CFUc, unité
formant une colonie en culture. Le succès des cellules de rein, comme cellules
nourricières, comparativement à un autre type cellulaire a été attribué, à cette
époque à la production d’un environnement favorable. Par la suite, les techniques
de mise en culture se sont développées grâce aux travaux de plusieurs auteurs.
Iscove et al., en 1971, ont changé l’agar pour la méthyle cellulose et ont utilisé
différents milieux conditionnés. En 1973, ils ont réussi à générer des colonies
érythroïdes en utilisant du plasma de chèvre anémique contenant une activité
stimulant les colonies érythroïdes et de l’érythropoïétine. Plus tard, en 1975, ils
ont montré que l’ajout de -mercaptoéthanol augmentait l’efficacité de formation
de colonies érythroïdes après 2 jours de culture et que l’utilisation de fortes doses
7d’érythropoïétine favorisait l’obtention d’une seconde population de colonies
érythroïdes après 5 jours de culture. Ce deuxième type de colonies avait déjà été
rapporté par Axelrad et ai, 1974, mais en plus faible proportion et avait été
caractérisé comme étant pius grosses «bursts ». Les appellations CFUe pour unité
formant une colonie érythroïde et BFUe pour unité formant une «burst»
érythroïde, ont vu le jour dans les années 70. Comme ces colonies contiennent
principalement des cellules érythroïdes, elles ne correspondent pas à la cellule
souche hématopoïétique. Le BFUe serait un précurseur érythroïde précoce alors
que le CFUe serait un précurseur érythroïde plus tardif qui produira les
proérythroblastes.
On sait aussi grâce aux travaux de Worton et al., 1969 que les CFUs et les
CFUc sont des précurseurs différents puisqu’on ne les retrouve pas dans les
mêmes fractions de la moelle osseuse. Ils ne sont pas non plus la cellule souche
hématopoïétique la plus primitive car leur pouvoir de différenciation est limité à
certaines lignées hématopoïétiques.
Grâce aux méthodes de culture cellulaire, les précurseurs multipotents et
bipotents comme les CFUs et les CfUc ont été rapidement caractérisés et utilisés
afin d’étudier les facteurs responsables de la différenciation hématopoïétique. La
capacité d’auto-renouvellement de la cellule souche la plus primitive, celle qui est
capable de repopuler à long terme, a été démontré, comme son existence, à l’aide
de transplantation de cellules de moelle osseuse dans des souris irradiées à des
doses létales (Szilvassy et al., 1990). Brecher et al., 1993, ont montré qu’une
seule LTR-HSC est capable de se multiplier et de se différencier après avoir été
injectée dans une souris irradiée. Par contre, son isolement est beaucoup plus
$difficile. Le précurseur le plus primitif sans être la HSC, présent dans la moelle
osseuse humaine a été mis en culture dans les amiées 90. Ce précurseur possède
un potentiel prolifératif élévé et est capable de se différencier dans toutes les
lignées hématopoïétiques (Sutherland et al., 1989; Sutherland et al., 1990). Ces
précurseurs appelés LTC-IC (cellule initiatrice de culture à long terme), ont été
observés après avoir mis en culture des cellules de moelle osseuse sur une couche
nourricière de cellules stromales de moelle osseuse pendant cinq semaines. Après
cinq semaines, les CFUc observés initialement sont disparus de part leur
différenciation ou leur mort et les nouvelles colonies observées résultent de la
différenciation des LTC-IC (revue par Hogge et ai, 1993).
1.1.3 Les cellules matures du système hématopoïétique
Parmi les cellules matures, les cellules les plus différenciées du système
hématopoïétique, deux groupes se distinguent soient les cellules myéloïdes et les
cellules lymphoïdes. Les cellules myéloïdes comprerment les érythrocytes, les
plaquettes, les neutrophiles, les macrophages, les éosinophiles et les
basophiles/mastocytes alors que les cellules lymphoïdes comprennent les
lymphocytes B et T. Comme les cellules matures ont perdu la capacité de
proliférer et ont une courte durée de vie, elles doivent constamment être régénérées
à partir de la cellule souche hématopoïétique et de ces précurseurs un peu plus
différenciés (voir figure 2).
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Figure 2. Le système hématopoïétique et ces cellules matures.
Developmental Biology, 6e édition, Scott f. Gilbert.
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Légende de la figure 2:
Représentation schématique des précurseurs et des cellules matures du
système hématopoïétique.
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1.1.4 Différenciation hématopoïétique: système in vitro
L’étude des précurseurs hématopoïétiques à partir des cellules de la moelle
osseuse est un outil très utilisé pour comprendre l’hématopoïèse normale mais
aussi pour étudier l’effet de certaines mutations spontanées affectant ce processus.
Nous vous avons présenté certaines techniques in vivo et de mise en culture in
vitro qui sont encore très utilisées aujourd’hui. Mais, une autre approche peut être
utilisée afin d’étudier l’hématopoïèse murine.
Avec l’isolement des cellules souches embryonnaires murines (cellules
ES), Martin, 1981; Evans et al., 1981 et Doetschman et al., 1985, ont montré que
ces cellules, lorsque différenciées spontanément, produisent tous les types
cellulaires incluant la lignée liématopoïétique. Les cellules ES dérivent de la
masse interne du blastocyste au jour embryonnaire 3.5 et peuvent être maintenues
en culture dans un état indifférencié pendant plusieurs générations. Wiles and
Keller, 1991 ont développé un modèle in vitro de différenciation des cellules ES
permettant d’étudier les précurseurs précoces hématopoïétiques. Lorsque les
cellules ES sont mises en culture sur un milieu de méthyle cellulose, celles-ci
prolifèrent et se différencient pour générer des corps embryonnaires (EBs). Les
EBs sont des colonies en trois dimensions qui contiennent plusieurs lignées
cellulaires dont des précurseurs de la lignée hématopoïétique.
Keller et al., 1993, ont démontré, en effectuant une analyse des profils
d’expression des gènes impliqués dans la transition de l’ectoderme primitif au
mésoderme et du mésoderme à la cellule hématopoïétique, que les événements
observés durant l’embryogénèse se reflètent durant la différenciation in vitro des
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cellules ES. Dans les EBs comme dans le sac vitellin, la population de
précurseurs éiythroïdes primitifs apparaît très tôt et est transitoire. Après cette
apparition, les précurseurs érythroïdes définitifs commencent à être observable,
suggérant que ces deux populations apparaissent comme des lignées séparées. Il
reste à détenniner si ces deux populations proviennent d’un même précurseur
commun. C’est ce qu’ont montré, Kermedy et ai., 1997, en ajoutant VEGf
(facteur de croissance endothéliale vasculaire) et SteeÏ factor aux cellules des EBs
et en les cultivant pendant 3 à 3.5 jours. Ils ont observé la formation d’une colonie
contenant des cellules immatures qui expriment des marqueurs des précurseurs
hématopoïétiques tels que f3Hl et I3 mais qui n’expriment pas Brachywy, un
marqueur des cellules mésodermiques. Ils ont montré que ces colonies, appelées
BL-CFC (cellules formant une colonie-blastique), sont une population transitoire
et qu’elles peuvent fonrier des précurseurs érythroïdes primitifs et des précurseurs
hérnatopoïétiques définitifs. Ces résultats sont contradictoires à ceux observés par
Nakano et al., 1996, qui montraient que les précurseurs érythroîdes primitifs et
définitifs provenaient d’un précurseur différent.
Les membres de la même équipe qui ont isolé les BL-CfC, les ont mis en
culture dans du milieu liquide et ont obtenu deux types de populations, soit des
cellules hématopoïétiques et des cellules de type stromales adhérentes (Choi et al.,
1998). Ils ont montré que les cellules adhérentes présentent les caractéristiques
des cellules endothéliales et que les deux populations proviennent d’une seule et
même cellule. Ces résultats sont les premiers à suggérer de fortes évidences en
faveur de l’hémangioblaste. Le BL-CFC identifié quelques années plus tôt serait
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l’équivalent de l’hérnangioblaste hypothétique depuis le début du 20e siècle. Tous
ces résultats rendent le système de différenciation des cellules ES très parallèle à
ce qui se passe dans l’embryon dans les premiers stades du développement. (revue
par Robertson et al., 1999).
Environ 60°/b des EBs contient des cellules éiythroïdes observables par la
coloration rouge de l’hémoglobine produite. L’expression du gène de globine
embryonnaire (f3Hl) est observable à partir du 5t jour de différenciation alors que
le gène adulte, apparaît au jour 6. L’ARN de î3H1 diminue rapidement au
jour 12 alors que celui de f3 commence à diminuer.
Ce système de différenciation in vitro des cellules ES en fait un bon
modèle d’étude pour les mécanismes de régulation des gènes de globine et pour
l’hématopoïèse primitive.
1.2 Le iocus de 3-globine
1.2.1 Arrangement du locus humain et son expression développementale
L’érythropoïèse est la formation des globules rouges et, chez les vertébrés,
elfe se caractérise par un changement des sites de synthèse, de la morphologie des
érythroblastes et de la synthèse de l’hémoglobine au cours du développement.
L’hémoglobine est la protéine majeure du globule rouge et constitue environ
1 5g/dl. L’hémoglobine est un hétérotétramère composé de deux chaînes de type
alpha (a) et de deux chaînes de type bêta (Ç3) associées à quatre molécules d’hème.
Le locus humain de 3-globine est localisé sur le chromosome 11q15.5 et
est constitué des 5 gènes homologues (, G A , f3) et d’un pseudogène (wf3) qui
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n’est pas exprimé au cours du développement. Les gènes du locus sont organisés
sur le chromosome de la position 5’E - - A
-wf3 - 6
- 13 en 3’ selon l’ordre de
leur expression au cours du développement. En amont du gène , entre 6 et 22 Kb,
se trouve quatre sites d’hypersensibilité à la DNAse I spécifiques aux cellules
érythroïdes. Ces sites sont appelés respectivement 5’HSl à 5’ H$4 et le tout
correspond à la région de contrôle du locus (LCR) (Tuan et al., 1985 ; Forrester et
al., 1986). Trois autres sites d’hypersensibilité à la DNAse I, 5’HS5 à 5’ HS7, se
retrouvent en amont du LCR mais ne sont pas spécifiques aux cellules érythroïdes
(Bulger et al., 1999). Chacun des quatre sites d’hypersensibilité à la DNAse 1
contient un coeur de 200 à 400 pb nécessaire à la liaison de facteurs
transcriptionnels et à l’expression de chacun des gènes du locus. De même, 20 Kb
en aval du gène de f3-globine, il y a un autre site d’hypersensibilité à la DNAse,
nommé 3’HSI.
Durant le développement embryonnaire humain, les éiythroblastes primitifs
produisent une hémoglobine embryonnaire composée de deux chaînes (type Œ)
et de deux chaînes E (type 13); soit 2E2. Durant l’érythropoïèse définitive foetale,
l’hémoglobine HbF) produite par les globules rouges correspond à un tétramère
de deux chaînes a et deux chaînes y (type 13); soit a2y2. A la naissance, les
globules rouges contiennent une hémoglobine en plus forte proportion a2f32; soit
HbA (environ 98% de l’hémoglobine totale) (Woods, 1982). Le deuxième type
d’hémoglobine adulte produite à I à 2% correspond à 62 ; soit HbA2. Il y a
donc deux commutations de la synthèse de l’hémoglobine, d’embryonnaire à
foetale et de foetale à adulte.
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1.2.2 Arrangement du locus murin et son expression développementale
Le locus de 3-globine murin possède une organisation qui est très
semblable au locus humain, mais il se trouve sur le chromosome 7. Le locus
murin est aussi constitué de cinq gènes fonctionnels (, f3H0, [3H 1, f3mm) et de
deux pseudogènes (f3H2 et f3H3). L’organisation des gènes sur le chromosome
correspond de 5’ ‘ - f3HO - (3H1 - f3H2 - f3H3 -
-
f3m en 3’ et comme pour le
locus humain, le gène en 5’ est exprimé plus tôt au cours du développement que
les gènes en 3’. Le locus murin contient aussi en amont du gène quatre sites
d’hypersensibilité à la DNAse regroupés sous le nom de LCR qui sont très
homologues en séquence avec les 5’ HS du locus humain (Hardison, et al., 1997).
Le LCR murin confère aux gènes du locus un haut niveau d’expression, tout
comme pour le LCR du locus humain (Bender et al., 2000). Aussi, les sites
d’hypersensibilité à la DNAse I situés en amont du LCR et en aval du gène de [3-
globine sont conservés.
Chez la souris, la régulation du locus de [3-globine suit aussi le changement
des sites d’érythropoïèse, L’érythropoïèse primitive qui débute dans les ilôts
sanguins du sac vitellin à environ 7.5 jours de gestation produit des érythroblastes
primitifs qui synthétisent une hémoglobine embryonnaire. Il y a trois types
d’hémoglobines embryonnaires selon fantoni et al., 1967, soit x2y2, Œ2y2 et Œ2z2.
La protéine y est le produit du gène ‘ alors que la protéine z est le produit du gène
[3H1. Les globules rouges définitifs produits lors de l’érythropoïèse foetal et adulte
synthétisent seulement une hémoglobine adulte composée de deux tétramères,
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soient Œ22mmfl et Œ2I32m (Wong et al., 1983). Selon ces résultats, même avec trois
sites de synthèse (sac vitellin, foie foetal et moelle osseuse), on peut croire qu’il y
a seulement une commutation dans la synthèse de l’hémoglobine, d’embryonnaire
à adulte. Mais selon Whitelaw et al., 1990, il y aurait aussi deux commutations
qui refléteraient celles observées chez l’humain. Ils ont montré qu’il y a une
différence dans les niveaux d’ARNm des gènes f3Hl et ‘; l’expression de 13H1
cesse au jour embryonnaire 13.5 alors que continue jusqu’au jour embryonnaire
16.5.
1.2.3 Études de la régulation du locus de J3-globine humain in vivo
Nous avons déjà mentionné la forte homologie entre les gènes du locus de
3-globine humain. Les cinq gènes ont le même arrangement, ils possèdent trois
exons et deux introns. De plus, les exons ont sensiblement la même taille qui varie
de 91 à 222 nucléotides, alors que les introns ont des tailles très différentes. Le
premier intron des gènes du locus est petit (environ une centaine de nucléotides)
alors que le deuxième intron est très grand (plus de 900 nucléotides), pouvant
contenir des séquences régulatrices.
Le locus de J3-globine humain est un excellent modèle pour l’étude de la
régulation transcriptionnelle. Étudié depuis longtemps, les gènes du locus de
même que le LCR sont déjà bien caractérisés. Que ce soit par l’utilisation en
transgénèse de diverses constructions plasmidiques, de cosmides (Strouboulis et
al., 1992), ou de chromosomes artificiels de levures (YAC) (Gaensler et al., 1991
Gaensler et al., 1993 ; Peterson et al., 1993, 1995, 2002 ; Porcu et al., 1997 ; Liu et
al., 1997) plusieurs éléments en cis des locus de f3-globine humain et murin ont été
caractérisés. Chacun des gènes du locus est régulé par ses régions promotrices
proximales, mais plusieurs auteurs ont montré que les niveaux d’expression en
souris transgéniques sont trop faibles en comparaison aux gènes de globine
endogènes et variables selon la position d’intégration (Magram et al., 1985 ; Chada
et al., 1985 ; Townes et al., 1985 ; Kollias et al., 1986,1987). Par contre, certaines
de ces études ont pemiis de définir les régions promotrices minimales requises
pour l’expression tissulaire et stade spécifique (Townes et al., 1985). De plus,
chacun des gènes avec leurs séquences flanquantes ont aussi été étudiés pour
trouver des régions activatrices (Trudel et al., 1987), répresseures (Berg et al.,
1989) de même que des éléments essentiels des promoteurs.
L’activité enhuncer, l’ouverture de la chrornatine, l’insulation et la
spécificité développementale sont des rôles qui ont été attribués au LCR et à
chacun des coeurs des sites d’hypersensibilité à la DNAse (Epner et al., 1998;
Bender et al., 2000; Farrell et al., 2000; Schubeler et aï., 2000). Chaque HS
semble avoir sa particularité fonctionnelle.
C’est en 1987, que Grosveld et al., ont montré par l’utilisation d’un
minilocus de f3-globine (21 Kb) que le LCR humain conférait des niveaux
d’expression élevés indépendamment du site d’intégration, dépendant du nombre
de copie du transgène et une expression tissulaire et stade spécifique. Par la suite,
ils (Talbot et al., 1989 ; Coîlis et al., 1990) ont précisé un peu plus les séquences
du LCR nécessaires à ses fonctions en le réduisant de 21 Kb à 6.5 Kb. Ce nouveau
microlocus, contenaient seulement les HS de même que leurs séquences
flanquantes.
En même temps, Groudine et ses collègues (Forrester et al., 1989) ont
réalisé deux LCR tronqués différents afin d’obtenir eux aussi des niveaux
d’expression élevés avec la plus petite cassette d’expression possible. Ils ont
construit un rniniLCR de 8 Kb et un rnicroLCR de 2.5 Kb. Ces deux constructions
liées au promoteur des gènes de globine ou à des gènes hétérologues présentent
des niveaux d’expression forts et indépendants de la position d’intégration.
1.2.4 Régulation individuelle de chaque gène du locus de 3-globine humain
L’activation ou la répression de chaque gène de globine à un stade
spécifique du développement est régulé par divers mécanismes. Premièrement, la
spécificité développementale encodée génétiquement se trouve dans les régions
proximaies de chacun des gènes. Ces régions contiennent des sites de liaison à des
facteurs de transcription présents à différents stades du développement. Un autre
mécanisme important dans la régulation développementale est la position relative
de chacun des gènes par rapport au LCR. Même si les bases de ce mécanisme ne
sont pas vraiment claires, Tanimoto et ai, 1999, ont montré que l’inversion des
gènes par rapport au LCR amène une expression inadéquate du gène adulte de f3-
globine au stade embryonnaire et une absence du gène embryonnaire à tous les
stades du développement.
Nous avons montré dans les sections précédentes l’importance de certains
éléments en cis, comme le LCR qui est commun à tous les gènes du locus de f3-
‘s
globine. Mais afin que la régulation développementale soit adéquate, le locus
nécessite aussi la présence de facteurs en cis et de facteurs en trans spécifiques à
chacun des gènes du locus.
1.2.4.1 Le gène embryonnaire E
Comme nous l’avons déjà mentionné, le gène E est exprimé dans les
érythrocytes primitifs au stade embryonnaire. En 1990, Raich et ai, ont généré des
souris transgéniques exprimant le gène humain E l’aide d’une construction liant
le gène de 3.7 Kb avec un 1tLCR de 2.5 Kb. Ce dernier est exprimé au moment de
l’érythropoïèse primitive et devient silencieux à partir du moment où
l’érythropoïèse définitive prend place. Une région silencer entre les positions —
177 et —392 pb du site d’initiation de la transcription a été identifiée comme étant
nécessaire mais pas suffisante à la répression du gène E (Cao et al., 1929, Raich et
al., 1992).
Par comparaison de séquence entre les espèces, 21 régions conservées ont
été identifiées en 5’ sur une longueur de 2 Kb à partir du site d’initiation de la
transcription du gène E, mais aucunes parmi les introns ou la région en 3’ du gène.
Parmi les 21 régions, 5 se sont avérées être liées par la protéine SSP (stage
selector protein) qui fût tout d’abord associée avec un rôle dans la commutation
foetale à adulte. Aussi, 7 autres sites liant YY1 (yin and yang 1) ont été identifiés
en dehors de la région répresseure connue (Gumucio et al., 1993). YY1 est une
protéine ubiquitaire qui possède deux fonctions différentes (activateur et
répresseur) et qui peut interagir avec d’autres partenaires protéiques. D’autres
facteurs tels que GATA-1 et CPi lient plusieurs séquences non conservées alors
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que Oct-1 et Sp-1 lient leur séquence consensus parmi les 2 Kb analysés (voir fig.
3). Le nombre de séquences conservées découvertes et de facteurs impliqués
suggèrent que le gène est régulé par ses séquences proximales et non seulement
par sa proximité avec le LCR.
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Figure 3. Schéma des protéines liant la région promotrice du gène
. Adapté de
Gumucio et al., 1993.
Légende de la figure 3:
Représentation de la région promotrice du gène et des protéines s’y liant
à leur position respective.
Certains auteurs ont muté différents sites identifiés par l’étude
phylogénétique (Raich et al., 1995). Ils ont, en autres, montré que les motifs liés
par GATA-1 et YYÏ sont impliqués dans la répression du gène chez l’adulte,
suggérant que ces deux protéines seraient des répresseurs. La répression d’E
semble être menée par plusieurs mécanismes (proximité du LCR, interactions
protéines
—
ADN) et divers complexes protéiques.
Comme la souris YAC-f3-globine est un très bon modèle d’étude pour la
régulation développementale, certaines délétions dans le YAC ont été réalisées
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afin d’en étudier leur rôle dans le contexte du locus entier. En 1997, Liu et al., ont
délété 125 pb correspondant à la région en 5’ du gène E entre les positions —304 et
—179 pb du site d’initiation de la transcription. Cette région est définie comme
étant un sitencer lié par GATA-1 et YY1 responsable de la répression du gène E au
stade adulte. Etonnamment, ils ont montré que non seulement la délétion de cette
région n’augmente pas fortement l’expression d’E dans le foie foetal, mais diminue
son expression dans le sac vitellin de même que celle des gènes y. Ceci suggère
que cette région est nécessaire mais pas suffisante à la répression et qu’ il y a
possibilité d’éléments régulateurs positifs à proximité. La délétion de 125 pb
modifie probablement l’arrangement spatial nécessaire à la régulation fine d’E.
Par l’utilisation d’une souris double transgénique, Li et al., 1997, ont
montré que la protéine GATA-1 humaine était responsable de la répression du
gène E. Les souris transgéniques pour le YAC de 3-globine (présenté plus haut)
ont été croisées avec des souris transgéniques pour la protéine GATA-1 humaine
sous le contrôle du promoteur de 3-g1obine et du LCR. Aux jours embryonnaires
9 à 13, la présence de GATA-1 diminue de 5 à 6 fois le niveau d’expression du
gène E sans affecter le niveau endogène de &.
Plusieurs autres séquences plus en amont du gène E, soit entre le 5’HSÏ et
les sites GATA-1, ont été identifiées. Elles possèdent soient des activités positives
ou négatives sur l’expression d’E telles que montrées dans des études de
transfections de cellules K562 et HeLa (Li et aI., 1998).
Certains auteurs suggèrent que l’absence d’expression du gène E au stade
adulte résultrait de deux mécanismes, soit la répression via GATA-1 et YY1, déjà
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mentionnée, et une absence d’activation au stade adulte. Deux répétitions directes
AGGTCA retrouvées en amont du gène semblent jouer un rôle dans ce deuxième
mécanisme. Ces répétitions directes sont localisées entre la position —70 pb et —
105 pb et il a été montré que le récepteur nucléaire COUP-TFII lie cet élément
durant l’érythropoïèse primitive (Filipe et aI., 1999). Comme l’expression de
COUP-TFII diminue durant l’érythropoïèse définitive (filipe et al., 1999), les
répétitions directes sont liées par un autre facteur DRED (direct repeut ervthroid
defmnitive). La liaison de DRED préviendrait la liaison de EKLF empêchant donc
l’activation du gène E au stade adulte (Tanimoto et al., 2000). L’élément lié par
DRED est localisé près de la boîte CACCC, connue pour être liée par EKLf
(eiythroid Kruppel-Ïikefactor) et responsable de l’activation du gène de f3-globine
adulte.
1.2.4.2 Les gènes foetaux G et A
Les gènes foetaux, chez l’humain, sont exprimés durant le stade foetal, au
moment où l’éiythropoïèse prend place dans le foie. Les deux gènes foetaux sont
très similaires entre eux et avec les autres gènes du locus. En effet, les deux gènes
foetaux ne diffèrent que d’un seul acide aminé et leurs séquences promotrices et
introniques sont très bien conservées. Plusieurs approches ont été utilisées afin
d’analyser la régulation développementale des gènes foetaux, dont l’étude de
liaisons protéiques au promoteur, le transfert de gènes y tronqués dans des lignées
cellulaires érythroleucémiques et la production de souris transgéniques.
Tout comme le gène E, les gènes foetaux possèdent plusieurs régions
conservées identifiées par comparaison de séquences. Sur une distance de
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1 250 pb en amont du site d’initiation de la transcription de G et A il y a
13 régions très bien conservées (Gumucio et al., 1992). Ils ont aussi montré
qu’une protéine à doigts de zinc lie une région (-1086 pb du cap des gènes foetaux)
ayant une activité répresseure dans des cellules transfectées et que cette même
protéine lie trois régions en amont de E et pourrait être identique à YY1. Plusieurs
autres facteurs de transcription ont été analysés pour leur liaison à ces régions
conservées. Il y a des sites de liaison pour Spi, SSP, CPi, GATA-1, Oct-l et YY1
(voir figure 4).
_____
gène y
-12580
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Figure 4. Schéma des protéines liant la région promotrice des gènes y. Adapté de
Gurnucio et al., 1992.
Légende de la figure 4:
Représentation schématique de la région promotrice des gènes y et des
protéines s’y liant à leur position respective.
Afin de vérifier que ces régions conservées sont fonctionnelles, plusieurs
constructions portant des délétions en amont des gènes foetaux ont été utilisées
pour générer des souris transgéniques. Par exemple, Stamatoyannopoulos et al.,
1993, ont généré 4 types de souris transgéniques différentes en tronquant diverses
régions du promoteur de A Toutes les constructions utilisées étaient constituées
du j.tLCR, des promoteurs de Ay tronqués, du gène 1\y ainsi que d’une portion de
530 ph en 3’ du site de polyadénylation du gène. Ces constructions ont permis
d’identifier trois régions distinctes, soit une région en 5’ de —141 ph qui contient
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un élément négatif, une région entre —141 et —201 ph qui contient un élément
positif et une région entre —382 et —730 ph qui contient un deuxième élément
négatif
Behringer et al., 1990 et Enver et al., 1990, ont montré, en liant au LCR les
gènes y et les gènes adultes dans leur ordre respectif, qu’il y avait une régulation
temporelle adéquate, suggérant un mécanisme de compétition entre les gènes
foetaux et adultes. Donc, le mécanisme proposé pour la commutation foetale à
adulte, est une compétition du LCR avec les séquences régulatrices propres à
chacun des gènes qui sont liées par des facteurs stades spécifiques. Contrairement
à ces résultats, Dillon et al., 1991, ont montré que le gène A était réprimé de
manière autonome au stade adulte même en présence du LCR. Ils suggèrent donc
que la compétition avec le gène 3 n’est pas nécessaire et que la présence de
facteurs en trans régulent la répression des gènes foetaux au stade adulte.
En 1995, Peterson et al., ont montré en modifiant le YAC de globine (en
recréant une mutation humaine à la position —117 ph de A) que cette région
contenait bien un silencer et que lorsque muté, il y a persistance de l’expression
des gènes foetaux au stade adulte (Peterson et al., 1995). Plus tard, en 2002, en
utilisant encore la souris YAC--globine, il a montré que la région entre —378 pb
et —730 ph du gène A contient un élément silencer qui lorsque délété permet une
persistance des gènes foetaux au stade adulte (Peterson et al., 2002).
Comme nous l’avons déjà mentionné, le complexe protéique SSP joue un
rôle important dans la commutation foetale à adulte. Ce complexe contenant la
protéine CP2 et d’autres protéines permet la liaison au promoteur des gènes y.
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Parmi ces protéines, on retrouve NF-E4. NF-E4 lie CP2 et est essentiel à la liaison
du complexe SSP qui participe à l’activation des gènes foetaux (Zhou et al., 2000).
L’activation complète des gènes foetaux nécessiterait aussi la présence d’un
nouveau facteur de la famille Kriippel, soit FKLF (Jetai Kriippel-Ïike factor)
(Asano et al., 1999).
Tanimoto et al., 2000, ont montré que la répression des gènes foetaux au
stade adulte était médiée via des séquences directes répétées dans le promoteur des
gènes y liées aussi par DRED (Tanabe et al., 2002). Cette observation appuie
l’hypothèse de Dillon qui suggère que A est réprimé de manière autonome au
stade adulte.
En plus des éléments en 5’, les séquences en 3’ du gène Ay auraient aussi
un rôle à jouer dans la régulation des gènes foetaux. Bodine et al., 1987, ont
identifié une séquence en 3’ de A qui possède une activité activatrice dans des
cellules transfectées. Plusieurs facteurs connus, dont GATA- 1, Sp- 1, SATB 1 et
HOXB2 (Sengupta et al., 1994) lient cette région en 3’ riche en AT. HOXB2 avait
initialement été identifiée comme une protéine à homéodomaine de 87 KDa liant
aussi le LCR et les promoteurs des gènes foetaux (Lavelle et al., 1991). Un
nouveau facteur appelé, yPE (facteur liant les promoteurs et l’enhancer des gènes
de y-globine) possède une activité positive sur les gènes foetaux (Lloyd et al.,
1994) et lient SATB1 et HOXB2 (Case et al., 1999). Cette séquence en 3’
possèderait donc une activité positive sur les gènes foetaux via la liaison de
plusieurs facteurs transcriptionnels. Par contre, lorsque cette même région est
délétée dans le YAC de 150 Kb, cette délétion de 757 pb n’influence pas la
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régulation développementale de tous les gènes du locus. Ce qui suggère que si
cette région possède une activité positive in vivo, elle peut être compensée par
d’autres séquences du locus (Liu et al., 199$).
1.2.4.3 Les gènes adultes et f3.
Contrairement aux gènes foetaux qui sont similaires de part leur séquence,
les gènes adultes sont plutôt différents entre eux. Pour les premiers 70 pb en
amont du site d’initiation de la transcription, les deux promoteurs ont une
homologie d’environ 85% qui diminue à 35% pour les 500 ph suivantes (Ebb et
al., 1998). De plus, comparativement aux gènes et y, il y a beaucoup moins de
séquences conservées au niveau des promoteurs adultes. Chez le promoteur de f3,
on observe des sites de liaison pour CPi et GATA-1 dans les premiers 70 pb alors
que ces sites se retrouvent plus en amont dans le promoteur de ô. Aussi, le
promoteur de f3 contient quelques sites pour NF1, CDP, GATA-1 et EKLF à la
position —200 pb qui sont absents dans le promoteur de ô. L’absence de ces sites
chez le gène ô peut expliquer l’expression moindre observée au stade adulte. Plus
en amont de ces sites de liaison, seulement BP1 et BP2 lient le promoteur de f3-
globine (voir figure 5).
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ÀNF1 cpi Gata-1 Spi \7 EKLF j BP1 Q BP2
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figure 5. Représentation schématique des protéines liant la région promotrice du
gène adulte [3. Adapté de Ebb et al., 199$.
Légende de la figure 5:
Représentation schématique de la région promotrice du gène [3 et des
protéines s’y liant à leur position respective.
Comme chez les autres gènes du locus, l’importance de ces sites a été
étudiée par différentes méthodes, telles que la transfectïon de cellules, la
génération de souris transgéniques et knock-out. Un des facteurs les plus
caractérisé parmi ceux liant le promoteur de [3-globine est EKLF. Ce facteur
présent dans les cellules érythroïdes primitives et définitives lie la boîte CACC du
promoteur de [3-globine (Miller et al., 1993). Deux ans après la découverte de
EKLf, deux groupes différents ont généré des souris knock-out. Les résultats
observés sont les mêmes; une mort embryonnaire au jour 14.5 due à une
érythropoïèse inefficace. Les niveaux d’ARNm de [3-globine sont diminués de
10 fois chez les souris EKLF’ comparativement aux souris hétérozygotes ‘
(Perkins et al., 1995; Nuez et al., 1995). Par contre, l’érythropoïèse primitive et
l’expression des gènes embryonnaires sont normales chez les souris EKLf’
-530 -300 -275 -200 -150 -120 -90 -70 ±60
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(Perkins et al., 1995). Ces résultats suggèrent que EKLF joue un rôle critique in
vivo dans l’expression du gène de J3-globine. En même temps, Donze et al., 1995,
ont montré que EKLf est exprimé 3 fois plus dans les tissus érythroïdes adultes
que foetaux et qu’il lie le promoteur de -globine avec plus d’affinité que le
promoteur de y-globine. Avec des expériences de co-transfection dans des cellules
K562, ils ont montré que la surexpression de EKLf entraîne une activation de
1000 fois une construction rapporteur de 3-globine contre trois fois pour une
construction de y-globine. Leurs résultats suggèrent que EKLF joue un rôle
important dans la commutation des gènes foetaux à adultes. Afin de déterminer le
rôle de EKLf chez les gènes de globine humains, des souris hétérozygotes
EKLf’ ont été croisé avec des souris YAC-3-globine par deux groupes différents
(Perkins et al., 1996; Wijgerde et al., 1996). En comparant les souris EKLF’ et
portant le locus humain, ils ont observé, chez les souris EKLF’ une diminution
importante du gène de J3-globine et une augmentation de 5 fois des niveaux
d’ARNm de y-globine dans le foie foetal. De plus, Wijgerde et al., ont observé des
niveaux intermédiaires entre les souris EKLF’, et portant le locus humain,
suggérant un effet de dosage et un rôle de EKLF dans la compétition entre les
gènes y et f3. Par contre, la survie de ces souris n’est pas augmentée en
comparaison des souris EKLF n’ayant pas le locus humain (revue par Perkins,
1999).
Il semble que EKLF joue un rôle dans l’activation du gène de f3-globine en
partie via sa boîte CACC au niveau du promoteur proximal. Lorsque la boîte
CACC du gène de y-globine, qui a moins d’affinité pour EKLF, est changée par
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celle de 3-globine, EKLf ne peut activer ce nouveau promoteur de y-globine
(Asano et al., 199$). Par contre, lorsque le promoteur de f3-globine est délété de sa
boîte CACC, et que cette construction est utilisée pour générer des souris
transgéniques, l’expression de j3-globine demeure dépendante de EKLf (Guy et
al., 2000). Ces observations suggèrent que EKLF ne joue pas son rôle majeur dans
l’activation du gène de J3-globine via sa boîte CACC. Comme il y a d’autres
boîtes CACC dans le tocus, par exemple au niveau du LCR, qui ont une bonne
affinité pour EKLf, celles-ci pourraient jouer un rôle dans la compétition du LCR
pour les promoteurs des gènes du locus.
Une étude, présentée en 2003, nous indique qu’en 3’ du promoteur de f3-
globine, à la position de l’initiateur, la position +20 et +60, il y a des boîtes E. La
boîte TATA du promoteur de f3-globine est plutôt une CATAAA et l’on sait que
cela rend les promoteurs plus faibles. Afin de pern-iettre un bon recrutement et une
bonne stabilisation du complexe de transcription, une boîte CATAAA requiert
d’autres éléments. Les boîtes E ont la caractéristique de lier des facteurs
transcriptionnels de la famille HLH (hélice-boucle-hélice). Leach et al., 2003,
nous montrent que le gène de f3-globine in vivo est lié par USF1, USf2 et TfII-I.
In vitro, la mutation de la boîte E à la position +60 diminue l’expression de f3-
globine. Donc, ces boîtes E (plus particulièrement celle à +60) liées par USFI et
USF2, de même que l’initiateur lié par TFII-D, pourrait faire partie du promoteur
basal du gène de f3-globine.
Le gène adulte de f3-globine contient en 3’ deux enhuncers dont un est situé
dans le deuxième intron et le second dans la région en 3’ du gène. Le premier
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enhancer est lié par des protéines telles que SATB1, GATA-1 et Oct-1. Ces
diverses liaisons suggèrent un rôle de cet enhancer dans la régulation du gène de
-globine. Le deuxième enhancer en 3’ a été délété dans le YAC-f3-globine et
utilisé pour générer des souris transgéniques (Liu et al., 1997). Cette délétion a
entraîné une perte d’expression du gène de 3-globine dans le foie foetal et la rate
adulte alors que l’expression des gènes embryonnaires et foetaux n’est pas
changée. Ce qui suggère que l’enhancer en 3’ du gène de -globine joue un rôle
dans l’expression du gène adulte seulement.
Deux modes de régulation sont proposés pour l’expression des gènes de
globine. De manière générale, le premier paramètre responsable de la régulation
stade et tissu spécifiques est la position relative des gènes du locus par rapport au
LCR. Deuxièmement, c’est la liaison de facteurs en trans, qui sont exprimés à des
stades différents et spécifiques, pour chacun des gènes du locus.
1.2.5 Facteur transcriptionnel GATA-1
GATA-1 est un facteur transcriptionnel qui semble jouer plusieurs rôles
dans la régulation de chacun des gènes de -globine. Tous les promoteurs des
gènes du locus contiennent des séquences consensus de ce facteur. La protéine
GATA-1 reconnaît une séquence consensus GATA situé dans la région promotrice
de plusieurs gènes de la lignée érythrocytaire. C’est donc un facteur
transcriptionnel qui joue un rôle important dans l’érythropoïèse humaine et
murine.
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1.2.5.1 Membres de la famille GATA
La famille du facteur GATA contient 6 membres dont les trois premiers ont
des rôles dans l’hématopoïèse: GATA-1, GATA-2, GATA-3, GATA-4, GATA-5
et GATA-6 (Yamamoto et al., 1990; Wilson et al., 1990 ; Zon et al., 1991; Arceci
et al., 1993 ; Laverrière et aï., 1994). Les 6 protéines GATA ont en commun un
domaine doigts de zinc de configuration Cys-X2-Cys-Xi7-Cys-X2-Cys,
correspondant à deux motifs doigts de zinc. Ce motif doigts de zinc confère aux
membres de la famille GATA la propriété de lier l’ADN. Par contre, pour ce qui
est de leur expression tissulaire, celle-ci est spécifique à chacun des 6 membres.
GATA-2 se retrouve dans des progéniteurs hématopoïétiques plus primitifs, des
cellules érythroïdes immatures, des cellules mastocytaires, des mégacaryocytes,
des cellules endothéliales et dans des cellules du cerveau au stade embryonnaire
(Wilson et al., 1990; Zon et al., 1991; Nagai et aï., 1994). GATA-3, lui, se
retrouve dans les lymphocytes T (Ho et al., 1991 ; Ko et al., 1991 ; Juolin et al.,
1991 ; Marine et al., 1991) et dans des tissus non-hématopoïétiques comme le rein,
la glande surrénale et le placenta.
1.2.5.2 GATA-i
Le gène GATA-1, aussi nommé GF-1, NF-E1 ou Eryfi, lie la séquence
consensus (AJT)GAT(A/T)(AIG) retrouvée dans les promoteurs des gènes d’Œ
globine, de 13-globine ainsi que dans les coeurs des sites d’hypersensibilité à la
DNAse, soit au niveau du LCR (Evans et al., 198$ ; Martin et Orkin, 1989; Wall et
al., 198$). De plus, tous les gènes érythrocytaires qui ont été analysés (comme par
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exemple, le gène de porphibilinogène déarninase) possèdent des séquences
consensus au niveau de leur promoteur et/ou enhancer (Plumb et aL., 1989
Mignotte et al., 1989; Youssoufian et al., 1990). Plusieurs auteurs ont suggéré
que GAlA-1 joue un rôle important dans l’expression des gènes de la lignée
érythrocytaire. Ils ont montré que GATA-1 jouait un rôle dans l’activation des
gènes de globines lors de la maturation des cellules érythroïdes (Martin et Orkin,
1989; Martin et Orkin, 1990; Evans et al., 1922; Reitman et al., 1988; frampton
et al., 1990).
L’expression de GAlA-1 est restreinte à trois différentes lignées
hématopoiétiques: érythrocytaires, mégacatyocytaires et mastocytaires (Evans et
al., 1989; Tsai et al., 1989; Roméo et al., 1990; Martin et Orkin, 1990) et aux
tubules sérninifères et cellules de Sertoli dans les testicules (ito et al., 1993
Yomogida et al., 1994). L’expression de GATA-l est modulée durant la
différenciation hématopoïétique. Whitelaw et al., 1990 ont montré que l’ARNm
de GATA-1 apparaît chez l’embryon dans le sac vitellin au moment de la
formation des ilôts sanguins. Durant l’érythropoïèse embryonnaire, les niveaux de
GATA- I restent faibles pour augmenter dans le foie foetal entre les j ours 12 et 15.
Plus particulièrement, GAlA-1 est faiblement exprimé dans les progéniteurs
multipotents myélo/érythrocytaires et son expression augmente durant la
maturation des érythrocytes (Crotta et al., 1990 ; Sposi et al., 1992; Leonard et al.,
1993). Par contre, durant la différenciation rnyéloïde, l’expression de GAlA-1 est
régulée à la baisse (Sposi et al., 1992).
Afin de déterminer les fonctions exactes de GATA-1 dans la maturation
érythrocytaire, celui-ci a été délété du génome murin par recombinaison
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homologue (Pevny et al., 1991; Simon et al., 1992). Comme le gène GATA-1 se
situe sur le chromosome X, les cellules souches embryonnaires (ES) mutantes
mâles (ayant subi une recombinaison) sont dépourvues de l’aIlèle normal et de
l’expression de GATA-1. À l’aide d’une souris chimérique, ils ont montré que les
cellules mutantes contribuent à tous les tissus non-hématopoïétiques et aux cellules
lymphoïdes mais qu’elles ne participent pas à la production des globules rouges du
sang périphérique. Cette expérience a suggéré que GATA-l est essentiel au
développement des érythrocytes définitifs qui expriment les gènes adultes d’a et
f3-globine et que cette fonction ne peut être compensée par un autre membre de la
famille. Afin de déterminer si GATA-1 joue un râle dans l’éiythropoïèse
primitive, Simon et al. ont utilisé le système in vitro de différenciation des cellules
ES. Les cellules ES GATA-F ont été différenciés en corps embryonnaires (EBs)
et ceux-ci, contrairement à des cellules ES sauvages, ne forment pas d’ilôts
sanguins. L’apparence de cellules proérythroblastiques et l’absence
d’hémoglobinisation dans les cultures de cellules mutantes suggèrent que GAlA-1
est requis pour la maturation des cellules au niveau du sac vitellin au stade
embryonnaire. De plus, les EBs des cellules mutantes n’expriment pas les gènes
de globine. Par électroporation, GATA-1 murin a été introduit dans les cellules
mutantes afin d’observer une réversion des phénotypes. Ils ont montré que
l’expression faible de GATA-1 était suffisante pour permettre aux cellules ES
mutantes de se différencier adéquatement en cellules primitives in vitro (la moitié
des EBs transfectants sont hémoglobinisés) et en cellules définitives in vivo.
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Lorsque l’expression de GAlA-1 est augmentée dans ces cellules transfectées, par
ajout du 5’HS2, tous les EBs sont hémoglobinisés (revue par Simon, 1993).
Comme la culture in vitro des cellules ES s’est développé davantage en
1993 grâce aux travaux de Keller, le rôle de GATA-l a été défini plus précisément
en différenciant les corps embryonnaires en colonies érythroïdes primitives et
définitives. Weiss et al., 1994, ont montré que contrairement aux cellules ES
sauvages, les cellules ES GATA-F sont incapables de générer des colonies
érythroYdes primitives. Pour ce qui est des colonies érythroïdes définitives, leur
nombre est similaire aux cellules sauvages mais elles présentent un arrêt de
différenciation et une mort au stade proérythroblastique.
L’expression de GATA-2, qui est surtout restreinte aux précurseurs
hématopoïétiques, est augmentée de manière significative dans ces colonies
érythroïdes définitives. Les auteurs suggèrent que GATA-1 peut être remplacé
partiellement par GATA-2 et que GATA-1 réprime GAlA-2 durant la
différenciation érythroïde. Dans un même ordre d’idées, Pevny et al., 1995, ont
aussi montré que les cellules GATA-F provenant du sac vitellin de souris
chimériques étaient arrêtées au stade proérythroblastique lors de leur
différenciation in vitro. Ceci suggère que pour la différenciation terminale des
globules rouges, GAlA-2 ne peut pas compenser GATA-1 complètement. De
plus, ils ont montré que GATA-1 ne semblaient pas requis pour la différenciation
des neutrophiles, des macrophages et des mégacaryocytes in vitro. Malgré des
évidences d’un rôle de GATA-1 dans la différenciation des mégacaryocytes, ils
n’ont montré qu’un petit défaut dans le nombre de mégacaryocytes, suggérant que
GAlA-2 peut remplacer certaines fonctions de GATA-1. En 1997, Shivdasani
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montre que GATA-1 joue un rôle important dans la croissance des
mégacaryocytes et la biogénèse des plaquettes (Shivdasani et al., 1997).
Malgré que GATA-2 puisse partiellement compenser pour l’absence de
GATA- 1, les proérythroblastes mutants sont non viables et la différenciation
érythroïde s’arrête à ce stade. Weiss et Orkin, 1995, ont montré, par essai TUNEL
et microscopie électronique, une augmentation de l’apoptose dans les colonies
érythroïdes. Une absence d’élévation des niveaux protéiques du suppresseur de
tumeur p53 laisse suggèrer aux auteurs que cette apoptose est médiée via un autre
mécanisme et que GATA-1 agit aussi comme facteur de survie cellulaire pour les
précurseurs érythroïdes.
Par la suite, plusieurs démonstrations ont appuyé le rôle de GATA-1 dans
l’érythropoïèse et la mégacaryopoïèse. En 1996, Fujiwara et al., ont montré que
les souris mâles hémizygotes délétées de GATA-1 décèdent au jour
embryonnaire 10.5 d’anémie sévère avec un arrêt de la maturation érythroïde au
stade proérythroblastique (Fuj iwara et al., 1996). Un an plus tard, on découvrait
un partenaire protéique de GAlA-1, soit fOG-1 (friend of GATA) (Tsang et al.,
1997). Ils ont montré que fOG-l est exprimé abondamment dans les cellules
érythroïdes et les rnégacaryocytes et qu’il est coexprimé avec GATA-1 au cours du
développement. Les souris délétées de fOG-1 meurent au jour embryoimaire 10.5
et on observe le même défaut que chez les souris GATA-F (Tsang et al., 199$),
suggérant que ces deux facteurs agissent ensemble durant l’érythropoïèse.
Cependant, les souris fOG-F’ ont une mégacaryopoïèse complètement déficiente,
ce qui nous porte à penser que FOG-1 jouerait un rôle indépendamment de
GATA-1 durant la mégacaryopoïèse primitive (revue par Cantor et Orkin, 2002).
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En 1999, Crispino et al., ont montré qu’in vitro l’interaction entre GAlA-1 et
FOG-1, médié par le doigt de zinc en N-terminai de GATA-1, est requise pour une
érythropoYèse adéquate (Crispino et al., 1999).
1.3 BP1 (beta-protein 1)
1.3.1 Identification de BP1
BP1, pour bêta-protéine 1, est un facteur transcriptionnel qui semble jouer
un rôle dans l’érythropoïèse. Sa découverte remonte quand même à quelques
années : en 1989, Berg et al., ont découvert, à partir d’extraits nucléaires de
cellules de K562, deux protéines pouvant lier la région en 5’ du gène de J3-globine
adulte humain. Les cellules K562 dérivent d’un patient atteint d’une
érythroleucérnie et n’expriment que les gènes embryonnaires et foetaux de
-globine. Grâce à des expériences de retards sur gel et à des empreintes à la
DNAse, ils ont montré que la première protéine, qui a été appelée BP 1, lient deux
séquences différentes situées entre les positions -550 à —527 ph à partir du site
d’initiation de la transcription et —302 à —294 pb. La position à —550 ph est riche
en AT et celle à —304 ph correspond au site consensus, soit:
(A!T)T(A/C)(AIT)ATATG. La deuxième protéine, appelée BP2, lie une séquence
située entre —275 et —263 ph. De plus, ils ont montré à l’aide de transfections dans
des K562, que des promoteurs délétés des régions liées par ces deux protéines sont
activés davantage lorsque les cellules sont induites par l’hérnin, suggérant que ces
deux régions agissent comme des silencers.
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Aussi, certains patients atteints de F3-thalassémie ont des mutations dans ces
mêmes régions, donc BP1 serait un répresseur potentiel du gène adulte de F3-
globine (Berg et al., 1989). Ils ont montré qu’une mutation à la position —530 ph
du gène de 3-globine augmentait la liaison de BP1 et était responsable de la
diminution d’expression de F3-globine. La mutation étudiée correspond à la
substitution d’un T pour ATA à la position —530 ph et est retrouvé chez un porteur
du phénotype de F3-thalassémie et chez l’haplotype Indien de l’anémie falciforrne.
Les auteurs suggèrent que la liaison plus forte de BP1 à cette mutation
comparativement à la séquence contrôle est responsable de la diminution de
synthèse de la chaîne de F3-globine chez le porteur de F3-thalassémie (Berg et al.,
1991). Elion et al., 1992, ont établi une corrélation entre la sévérité de l’anémie
falciforme, les haplotypes et la liaison de BP1 à ceux-ci. Les différents niveaux de
sévérité de l’anémie falciforme dépendent de la quantité d’hémoglobine S (Hb S),
produite par la liaison de deux chaînes Œ normales avec deux chaînes F3 mutées au
niveau du codon 6 (substitution d’un acide glutamique pour une valine). Les cinq
différents haplotypes de l’anémie falciforme sont définis par un polymorphisme
situé à environ 500 ph du site d’initiation de la transcription du gène de F3-globine.
Ce polymorphisme est constitué d’un motif répété en tandem, soit (AT)x(T)y. Ils
ont montré que l’haplotype Indien, dont le polymorphisme est (AT)9(T)5, a une
affinité plus grande pour BPÏ contrairement à l’haplotype Bantu, dont le
polymorphisme est (AT)6(T)9. Pour ce qui est de la quantité d’Hb S, elle est plus
élevée pour l’haplotype Bantu qu’Indien, les auteurs ont donc émis l’hypothèse
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que le gène 3S chez l’haplotype Indien était thalassémique, renforçant le rôle
répresseur de BP1 pour f3-globine.
BP1 a été cloné en criblant une banque d’ADNc, clonée dans 2gtl 1 fait à
partir de cellules K562 humaines, avec un oligonucléotide correspondant au site de
liaison de BP1 à la position —300 de 3-g1obine. Un seul clone s’est avéré positif et
sa caractérisation a été faite sur ses capacités à lier le promoteur de -globine. Le
gène encodant pour BP1 est localisé sur le chromosome 17q21. C’est une protéine
d’environ 32 KDa, qui est exprimé dans les cellules K562, le foie foetal et
seulement deux tissus adultes, le placenta et le rein. De même, l’expression de
BP1 est inversement proportiomielle à celle du gène de -globine lors de la
différenciation de cellules MB-02, qui dérivent d’un patient ayant une leucémie
mégacaryoblastique et qui correspondent à des progéniteurs érythroïdes pouvant se
différencier.
Le séquençage a révélé que BP1 est un membre de la famille des gènes
homéotiques (HOX) et plus particulièrement, qu’il appartient à la famille DistaÏ
less (DLX). Son homéodomaine de 60 acides aminés et certaines séquences en 3’
sont très similaires au gène DLX7. BP1 serait un isoforme de DLX4/7 dont la
fonction est inconnue (Chase et al., 2002). Comme les deux sont localisés dans la
même région chromosomique et qu’ils semblent être coexprimés, Fu et al., 2001,
ont voulu déterminer si DLX7 pouvait aussi réprimer le gène de 3-globine. À
l’aide de transfection transitoire, ils ont montré que seul BP1 possède une activité
répresseure. Certaines régions riches en alanine et en proline (régions qui pourrait
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être associées avec des fonctions activatrices ou répresseures) sont absentes ou
incomplètes chez DLX7, ce qui peut expliquer le manque d’activité répresseure.
Le rôle répresseur de BPÏ a été démontré in vitro. In vivo, il a été montré
que certaines leucémies lymphoïdes présentaient une expression aberrante, plus
élevée, de BP1. Les niveaux d’expression de BP1 sont normalement très faibles
dans la moelle osseuse et les lymphocytes T et B (Haga et al., 2000). Sa fonction
répresseure du gène adulte de 3-globine humain n’a pas encore été démontrée in
vivo.
1.3.2 Les membres de la famille Distal-less
1.3.2.1 Chez la drosophile
Distal-less (DII) est un facteur transcriptionnel à homéodomaine identifié
chez la drosophile. Il est requis pour le développement de l’axe proximo-distal des
membres (pattes et antennes) alors qu’il n’est pas nécessaire à la formation de cet
axe dans les ailes. L’expression de Dil dans la patte primordiale embryonnaire
représente le premier marqueur spécifique de sa formation. Dil est activé par un
membre de la famille des Wnt, soit WingÏess (Wg) et est réprimé par un
homologue de BMP (protéine de la morphogénèse osseuse), soit Decapentaplegic
(Dpg) et par EGF (facteur de croissance épidermique). Dli est capable de
s’autoréguler afin de maintenir son expression durant les stades larvaires. Au
niveau de l’abdomen, l’expression de Dil et la formation des pattes sont réprimées
par l’expression de deux gènes HOX, soient Ultrabithorax (Ubx) et abdominal A
(abdA). Il y a au moins six gènes cibles connus de Dli impliqués dans le
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développement des pattes. Dli peut être activateur ou répresseur. (revue par
Panganiban et Rubenstein, 2002)
1.3.2.2 Chez l’humain et la souris
Les gènes homologues à Distal-tess chez les vertébrés sont nommés DLX,
chez l’humain et Dlx, chez la souris. L’homme et la souris possèdent chacun six
gènes de la famille Distal-tess. Chez ces deux organismes, les gènes Dlx sont
regroupés par paires et chacune est associée à un complexe Hox. Les gènes Dlxi
et D1x2 sont liés au complexe Hoxd, D1x3 et Dlx4 au complexe Hoxb et Dlx5 et
D1x6 au complexe Hoxa (McGuinness et al.. 1996; Nakamura et al., 1996;
Ozcelik et al., 1992; Simeone et al., 1994; Stock et al., 1996). Chez l’humain et
la souris, Dlx4 et Dlx7 sont le même gène. Comme les gènes Hox, les gènes Dlx
proviennent d’un seul ancêtre qui a été dupliqué au cours de l’évolution.
L’organisation 3 exons et 2 introns est commune à chaque gène Dlx.
L’homéoboîte se retrouve partagée entre les exons deux et trois (Flues et ai.,
1997; Liu et al., 1997; McGuinness et al., 1996; Price et al., 1991). Une autre
caractéristique commune aux gènes Dlx est la production de multiples transcrits
causée soit par une initiation de la transcription alternative ou par un épissage
alternatif (McGuinness et al., 1996; Lu et al., 1997; Nakamura et al., 1996
Yang et al., 199$).
Plusieurs auteurs ont étudié les profils d’expression de chacun des gènes
Dlx. Il semble que chacune des paires de gènes ait un profil d’expression
similaire. Chez la souris, de manière générale, durant la mi-gestation, les six
gènes sont exprimés dans les structures dérivées de l’ectoderme, soit le système
nerveux et l’ectoderme. Quatre gènes, soit Dlxi, D1x2, D1x5 et Dlx6, sont
40
exprimés dans le système nerveux central (Bulfone et al., 1993 ; Dolle et al.,
1992 ; Eisenstat et al., 1999 ; Liu et al., 1997 ; Price et al., 1991 ; Robinson et al.,
1991 ; Sirneone et al., 1994; Yang et al., 1998). Plus tard au cours du
développement, les gènes se retrouvent exprimés dans les tissus squeleftiqttes
différenciés. Dans les tissus dérivés du mésoderme, comme les cellules
hématopoïétiques, on retrouve l’expression de D1x4 (aussi appelé D1x7)
(Shimarnoto et al., 1997,2000).
Tout comme Distal-less, les gènes Dlx semblent être régulés par différentes
voies de signalisation. Par des études de gain de fonction, on a montré que Sonic
hedgehog (Shh) induit l’expression de D1x2 dans le cerveau antérieur (Gaiano et
al., 1999). RMP2 induit l’expression de Dlx2 dans les chondrocytes (Xu et al.,
2001) alors que BMP4 induit Dlx5 dans les ostéoblastes (Miyama et al., 1999),
Dlxl et D1x2 dans le mésenchyme dentaire ( Bei et al., 1998) et Dlx3 dans
l’ectoderme embryonnaire (Feledy et al., 1999). Aussi, FGF (facteur de croissance
des fibroblastes) est capable de maintenir ou d’induire l’expression des Dlx alors
que l’acide rétinoïque serait impliqué dans la répression de ces gènes.
La fonction de chaque Dlx est difficile à déterminer pour chaque tissu. Car
d’autres Dlx sont exprimés dans ces mêmes tissus. Pour détecter un phénotype, ii
faut déléter ime paire de Dlx. Tl semble que les gènes Dlx possèdent des fonctions
unlques mais aussi redondantes (Bulfone et al., 1993 ; Eisenstat et al., 1999 ; Lin
et al., 1997). De manière générale, les gènes Dlx sont impliqués dans des
processus développementaux de la neurogénèse à l’hématopoïèse, en passant par
la formation des os et dii cartilage et par le développement des membres.
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Comme Dli et les Dlx sont des facteurs de transcription à homéodomaine,
leur principale fonction est de régulée l’expression de gènes cibles. Avec des
expériences de transfection transitoire, il a été montré que les protéines Dlx
peuvent activer des enhancers artificiels (feledy et al., 1999 ; Masuda et al., 2001
Zhang et al., 1997) ou authentiques (Benson et al., 2000; Roberson et al., 2001)
mais qu’ils peuvent aussi fonctionner comme des répresseurs (Ryoo et al., 1997;
yu et al., 2001). Outre leur homéoboîte, Dil et les Dlx partagent aussi plusieurs
autres régions ou domaines d’homologie. En C-terminal de l’homéoboîte, ils
possèdent deux résidus tryptophane, le premier est suivi d’un résidu d’acide
aspartique alors que le second est suivi par une tyrosine. Chez les protéines Hox,
des résidus tryptophanes enchâssés dans un motif hexapeptidique en amont de
l’homéoboîte est responsable d’interactions avec des co-facteurs de la famille PBC
comme Pbx et Extrudenticle (Exd) (Chang et al., 1995 ; Neuteboom et al., 1995
Phelan et al., 1995). La même chose a été observée pour les protéines bHLH et
dans les deux cas, les résidus tryptophanes interagissent avec une boucle des trois
acides aminés (nommée TALE) entre les hélices 1 et 2 de l’homéodornaine des
PBC (Passner et al., 1999 ; Piper et al., 1999). Comme pour Dil et Dlx, les résidus
tryptophanes ne sont pas en N-terminal mais bien en C-terminal, une interaction
similaire reste à démontrer. En plus des résidus tryptophanes, Dll et les Dlx
possèdent des régions riches en proline de part et d’autres de leur hornéoboîte. Les
régions riches en proline sont connues pour leur capacité à oligomériser (Xiao et
al., 2000) et leur capacité d’activation transcriptionnelle (Mermod et al., 1989
Tanaka et al., 1990). Jusqu’à maintenant, un seul type de modification post
transcriptionnelle a été démontré. La protéine Dlx3 est phosphorylée par la
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protéine kinase C, ce qui réduit la liaison de son homéodornaine à l’ADN (Park et
al., 2001). Pour Dli, il a été montré in vivo, qu’il peut former un complexe avec
Homothorax (Hth). une protéine à homéodomaine TALE et Extradenticle (Exd),
un partenaire de la classe des hornéodomaines PBC (Panganiban et al., 2002). Ces
deux protéines serviraient de cofacteurs à Dli dans le développement de l’antenne.
Comme chez les vertébrés, il existe des homologues à Homothorax et
Extradenticle qui sont Meisl-Meis3 et Prepi (homéodomaine TALE) et Pbxi
Pbx3 (Hoinéodomaine PBC), il reste à démontrer les interactions possibles avec
les protéines Dlx et leur fonctionnalité in vivo. Plusieurs cibles des gènes Dlx ont
été identifiées, que ce soit les gènes Dix eux-mêmes ou des gènes impliqués dans
le développement embryonnaire (Yu et al., 2001 ; Zerucha et al., 2000).
1.3.2.3 DLX4 (DLX7): rôle dans l’hérnatopoïèse
En transfectant un oligonucléotide antisens contre DLX7 dans les cellules
K562, Shirnamoto et ai., 1997, ont montré que la diminution de DLX7 entraînait
une élévation de l’apoptose, une diminution des niveaux d’ARNm de GATA-1 et
de c-myc. Ce qui laisse suggérer que DLX7 peut être un régulateur de la survie
et/ou de la prolifération des cellules hérnatopoïétiques. Dans une expérience
réciproque où DLX7 est surexprimé, on observe une diminution de l’apoptose et
une augmentation de la molécule d’adhésion intercellulaire Ï (ICAM-1)
(Shimarnoto et al., 2000). Cependant, nous ne savons pas si l’activation de
GATA- I, de c-myc et de ICAM- 1 par DLX7 est directe.
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1.3.3 Les complexes HOX et leur rôle dans l’hématopoïèse
La plus grande classe de gènes homéotiques est sûrement celle des gènes
HOX. Comme les gènes de la famille Distal-less, les gènes HOX ont une
homéoboîte très conservée de 183 nucléotides et encode pour des protéines à
homéodomaine contenant 61 acides aminés. L’homéodornaine des gènes HOX est
identique à celui du gène Antennepedia chez la drosophile. Cet homéodomaine
définit la classe I des gènes homéotiques chez les mammifères. Ces gènes de la
classe I sont organisés en quatre complexes qui, comme pour les gènes de la
famille DistaÏ-less, sont apparus par la duplication d’un gène ancestral afin de
former un locus suivi par la quadraduplication du locus formé. Les complexes
humains se localisent sur le chromosome 7 pour HOXA; sur le chromosome
17 pour HOX3; sur le chromosome 12 pour HOXC et sur le chromosome 2 pour
HOXD. Tout comme chez la drosophile, l’ordre des gènes dans chaque complexe
reflète leur activation spatiale et temporelle au cours du développement. Les
gènes en 5’ sont exprimés plus dans la partie postérieure de l’embryon alors que
les gènes en 3’ sont restreints à la partie antérieure, ce qui rend 105 gènes HOX
responsables de la spécification de l’identité de position le long de l’axe antéro
postérieur. Les gènes HOX ne sont pas les seuls gènes homéotiques connus, la
plupart des gènes homéotiques n’appartiennent pas à un complexe homéotique. Il
existe plusieurs autres sous-familles de gènes hornéotiques qui codent pour des
facteurs de transcription ayant des fonctions diverses dans le développement et la
différenciation cellulaire (revue par Magli et al., 1997; Magli, 1998).
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L’expression des quatre complexes dans le système hérnatopoiétique a été
étudiée afin de déterminer si les gènes HOX jouent un rôle durant l’hématopoïèse.
Au début des années 90, plusieurs chercheurs ont identifié des profils d’expression
différents des complexes HOX parmi des cellules représentants divers stades de
différenciation hématopoïétique. De manière générale, ils ont observé que le
complexe HOXD n’est pas exprimé dans aucune des lignées hématopoïétiques.
Les complexes HOXA et HOXC sont exprimés dans des lignées cellulaires surtout
lymphoïdes alors que le complexe HOXB (sur lequel est situé BP1) se retrouve
dans les lignées à caractère érythroïde et absent des lignées myéloïdes. (Magli et
al., 1991 ; Mathews et al., 1991 ; Vieille-Grosjean et al., 1992a, 1992b) Leurs
observations suggèrent que la régulation des gènes HOX joue un rôle important
dans la détermination de la différenciation hématopoïétique au cours du
développement précoce. De plus, Mathews et al., ont montré que l’expression des
gènes du complexe B se retrouvent dans la moelle osseuse humaine, suggérant que
le complexe B est impliqués dans la régulation de l’érythropoïèse.
Plusieurs auteurs ont étudié l’expression aberrante des gènes HOX dans les
leucémies. Certaines insertions dans les gènes HOX résultent en leur
surexpression, ce qui cause une transformation amenant une leucémie. De plus,
certaines transiocations chromosomiques observées dans les leucémies impliquent
des gènes HOX (revue par Lawrence et al., 1992).
Une autre évidence du rôle des gènes HOX dans l’hérnatopoïèse est la
différence phénotypique observée lorsque l’expression des gènes HOX est
modulée. Par exemple, l’expression de HOX B2 corrèle avec la différenciation
érythroïde (Mathews et al., 1991). Les niveaux d’ARNm de HOX B2 diminue
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avec la différenciation érythroïde des cellules MB-02. Shen et al., 1992, ont
montré qu’en augmentant les niveaux d’HOX B2 dans les cellules K562, les
niveaux de synthèse des gènes Œ et ‘ globines diminuent, réduisant le potentiel
érythroïde. De plus, la surexpression d’un antisens de HOX B2 dans les cellules
FIEL (leucémie érythroïde humaine) résulte en la maturation érythroïde de ces
cellules. Ces résultats suggèrent que la diminution de HOX 32 est nécessaire à la
maturation éiythroïde.
Malgré les analyses d’expression dans les lignées hématopoïétiques et les
leucémies qui suggèrent un rôle des gènes HOX dans l’hématopoïèse, aucun (à
l’exception de HOX B2 in vitro) n’a une cible connue, ni une fonction directe
connue.
1.4 Objectif de mon mémoire
Le but de mon mémoire est d’évaluer le rôle de BP1 sur l’érythropoïèse
murine in vivo par l’utilisation de souris transgéniques et la culture de cellules
souches embryonnaires murines. Nous allons exprimer I’ADNc de BPÎ humain
dans la lignée érythoïde murine.
Chapitre 2
MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1 Construction plasmidique
2.1 .1 Enzymes de restriction et de modification
Les fragments d’ADN plasmidiques et les vecteurs sont générés avec
différents enzymes de restriction et de modification selon les recommandations du
manufacturier (New England Bioiabs Inc. (NEB), Beverley, Massachussets.;
Gibco BRL, Burlington, Ontario; Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, New
Jersey).
La Klenow (enzyme polymérase 1, large fragment), enzyme de
modification permettant de rendre franches des extrémités cohésives par
remplissage est utilisée dans certaines étapes de clonage où les enzymes de
restriction utilisés n’ont pas des extrémités cohésives compatibles. La réaction de
Klenow se fait à 37 °C pendant 30 min en présence de 8.73 U de Klenow et
25 mM de dNTPs chacun pour chaque .ig d’ADN. La klenow est ensuite
inactivée en chauffant à 65 °C pendant 10 min.
La Mung bean, enzyme ayant une activité endonucléase simple-brin, est
utilisée afin d’éliminer quatre paires de bases superflues qui ont été générées lors
des étapes de clonage de la construction plasmidique afin de générer des
extrémités franches pouvant être religuées. Pour ce faire, le plasmide d’intérêt
(4.5 jig) est digéré par un enzyme de restriction (Ncol) afin de linéariser le
47
plasmide. Ensuite, 10 U de Mung bean et 1 mM de ZnSO4 sont ajoutés et incubé à
37 oc pendant 30 min. La Mung Bean est inactivée par une extraction phénol I
chloroforme / isoamyl (24 :24 :1) et la phase supérieure est précipitée avec
deux volumes d’EtOH 100 % et 0.15 M Naci à —20 °c toute la nuit.
2.1.2 Isolement de fragments d’ADN
Les bandes d’ADN, migrées sur agarose et correspondants aux fragments
digérés et modifiés voulus, sont isolées par électroélution à 95 V pendant 1 h à
l’aide de membranes à dialyse «Spectra!Por», 10 mm (Fisher, Pittsburgh,
Philadelphie) ou bien simplement précipités à l’aide de 0.1 M NaCI et deux
volumes d’EtOH 95 %, 1 h à —$0 °C ou toute la nuit à —20 °C. L’ADN est
précipité, ensuite ligué, transformé et les clones potentiels ont été séquencés. ces
clones servent généralement à des étapes subséquentes de clonage ou à la
génération de sonde.
2.1.3 Réaction de polymérase en chaîne
Un fragment d’ADN, utilisé dans la construction servant à la production
d’une sonde pour la protection à la RNAse, est généré par PCR. Pour ce faire,
deux amorces spécifiques à la région à amplifier sont dessinées. La première
amorce située dans le promoteur de f3-globine est sens et se définit comme suit:
5’-TAA GCC AGT GCC AGA AGA G-3’, alors que la deuxième amorce est
située dans l’ADNc de BPY et est antisens. La séquence de cette deuxième
amorce est 5’-TTG TAG GGG ACA AGC CAA G-3’. L’amplification par PCR
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est effectuée à partir d’une dilution 1 / 10 000 (142.5 pg/1L ) du plasmide
contenant la région à amplifier, dans un volume de 20 tL par tube au moyen d’un
appareil «Gene Amp PCR System 9 600». Afin d’obtenir suffisamment de
fragments d’ADN pour un clonage, l’amplification a été fait sur plusieurs tubes
pour un volume final de 200 pL. La réaction de PCR s’est déroulée dans un
tampon de PCR iX (10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 1 mM MgC12, 50 mM KC1 et 5 mM
NH4C1) avec 0.125 mM de dNTP, 2.5 U de Taq polymérase (Perkin Elmer,
Norwalk, Connecticut) et 20 pmol de chaque amorce spécifique. Les conditions
d’amplification sont une série de trente cycles de 1 min à 94 oc, 45 s à 52 oc et
30 s à 72 °C et suivis de 10 min à 72 °C après le dernier cycle. Un aliquot de
10 tL des 200 jiL total est déposé sur gel d’agarose 1.2 % afin de vérifier la
présence de la bande spécifique attendue. L’ADN est précipité et utilisé pour le
clonage.
2.1.4 Ligation d’ADN
Les ligations des fragments d’ADN sont effectuées à 4 °c ou 16 °C selon
que les extrémitées d’ADN sont franches ou cohésives pendant 16 h dans un
volume de 5 tL à une concentration d’ADN d’environ 60 ng / jiL en présence de
tampon de ligation (Tris-HCL 50 mM pH 7.6, MgC12 10 mM, DTT 1 mM,
polyéthylène glycol-8 000 2.5 % p/v), B$A 0.1 mg / mL, ATP 1 mM et 0.5 U / pi
de T4 DNA ligase (NEB).
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2.1.5 Transformation
Le produit des ligations (1 à 2 j.iL) est introduit dans des cellules
bactériennes compétentes par transformation. La transformation s’est effectuée en
incubant d’abord l’ADN avec 100 tL de Tris 100 mM pH 8.0 et 200 jiL de
cellules compétentes E. cou DH5a (10 8 cellules / mL) (Méthode de Sambrook et
al., 1989) à 4 oc pendant 30 min puis en imposant un choc thermique à 37 oc pour
5 min. Après le choc thermique, le volume de la transformation est complété à
800 jiL avec du milieu LB et incubé sous agitation à 37 oc pendant une heure
avant d’être étalé sur un milieu sélectif Les cultures sont généralement étalées sur
des pétris LB contenant 100 tg / mL d’ampicilline puis incubées à 37 oc pendant
16h.
2.1.6 Minipréparation (lyse alcaline)
Les colonies isolées des pétris sont repiquées, inoculées dans 1 mL de
milieu LB ayant 100 jig / mL d’ampicilline puis, incubées à 37 °c pendant 16 h.
Une adaptation de la technique classique de lyse alcaline (Sambrook et al., 1989)
est suivie afin d’isoler l’ADN plasmidique de la façon suivante. Premièrement, le
culot bactérien provenant de 1 mL de bouillon de culture est resuspendu dans
100 p.L de solution I (lysozyme 2 mg / mL, Tris-Hcl 25 mM pH 8.0, glucose
50 mM et EDTA 10 mM pH 8.0) et gardé sur glace pour 15 à 30 min afin de lyser
les bactéries. La lyse des membranes bactériennes est favorisée en ajoutant
200 jiL de solution II (NaOH 0.2 N, SDS 1 %) sur glace pour 5 min. Après la lyse
bactérienne, les protéines sont précipitées en ajoutant 150 tL de solution III
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(NaOAc 3 M pH 4.8), en agitant doucement par inversions répétées et en incubant
sur glace pendant 1 h. Les protéines sont centrifugées pendant 5 min à 4 oc et au
surnageant ainsi récupéré, 1 mL d’EtOH 95 % froid est ajouté afin de précipiter
l’ADN plasmidique 30 min à —20 °c. Finalement, le culot d’ADN est lavé avec
100 pL d’EtOH 70 % puis séché sous vide avant d’être resuspendu dans 100 pL
de TE (Tris-HC1 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.5). Cet ADN plasmidique est
visualisé sur gel d’agarose et analysé par digestion enzymatique. Les clones ayant
intégrés les bons inserts dans l’orientation désirée, déterminé par digestion
enzymatique et séquençage, sont conservés à -80 °C dans 16 % de glycérol.
2.1.7 Séquençage
La séquence des clones obtenus suite au traitement à la Mung bean est
réalisée selon la méthode «dideoxy» décrite par Sanger et al. (1977) en utilisant la
trousse de séquençage «Sequenase® DNA Polymerase» (USB, Amersham,
Arlington Heights, Illinois). Le plasmide séquencé étant double brin, l’ADN a
d’abord subi une étape de dénaturation. À 10 tL d’ADN plasmidique, 15 pL de
TE et 50 pi d’une solution de dénaturation (0.2 M NaOH, 0.2 niM EDTA) sont
ajoutés et incubés à 37 oc pendant 30 min. L’ADN est précipité en ajoutant
7.5 jiL de NaOAc 3 M pH 4.5, et 300 pi d’EtOH 95 % froid. Après une
incubation de 30 min à —80 oc et une centrifugation de 15 mm, le culot d’ADN est
lavé avec 200 pi d’EtOH 70 % froid. Après une centrifugation de 10 mm, l’ADN
est séché sous vide puis resuspendu dans 7 iL d’H20. Pour effectuer une réaction
de séquençage, une amorce spécifique doit être hybridée avec l’ADN dénaturé à
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séquencer. Pour ce faire, 0.5 pmol d’amorce et 2 tL d’une solution d’appariement
(Tris-HC1 40 mM pH 7.5, MgC12 20 mM, NaC1 50 mM) sont ajoutés à l’ADN
dénaturé. La réaction d’appariement s’est déroulée à 65 °C pendant 2 min puis le
mélange est gardé à 25 oc pendant au moins 30 min. Après hybridation, l’ADN
séquencé est marqué, c’est-à-dire que des déoxynucléotides radioactifs sont
utilisés lors de la polymérisation du brin complémentaire (brin à séquencer). Lors
de la polymérisation, deux solutions sont utilisées: une de marquage (2 jiL de
1.5 tM dGTP, 1.5 iM dCTP, 1.5 jiM dTTP diluée 1:5, 1 tL de [a-35S] dATP
DuPont (37 Tbq / mrnol) (DuPont, Boston, Massachusetts), 1 tL de DTT 100 mM
et 3.5 U de Séquenase (13 U / tL)) et une de terminaison (2.5 jiL de 80 jiM dGTP,
80 tM dATP, 80 tM dTTP, 80 iM dCTP, 50 mM NaCl et 8 tM du
didésoxynucléotide correspondant à chaque tube). La solution de marquage est
ajoutée en premier et incubée à 25 oc pendant 5 min. Ce mélange est réparti
(environ 3.5 pL) en quatre tubes (identifiés G, A, T et C) contenant déjà 2.5 iL de
solution de terminaison appropriée. Cette solution de terminaison permet que la
polymérisation soit arrêtée à chaque désoxynucléotide correspondant au tube
(G,A,T, ou C) par l’ajout du didésoxynucléotide correspondant qui empêche la
polymérisation. Après une incubation de 5 min à 37 °C, 4 .iL d’une solution
d’arrêt (formamide 95 %, bleu de bromophénol 0.05 %, bleu de xylène cyanol Ff
0.05 % et EDTA 20 mlvi) sont ajoutés afin d’empêcher la polymérisation de se
poursuivre. Les échantillons sont gardés sur glace.
Le gel de séquence consiste en une solution de 12 ¾
acrylamide : bisacrylamide 19: 1, 7 M d’urée et TBE iX (89 mM Tris Base,
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89 mM acide borique, 2 mM EDTA) à laquelle 100 pi de TEMED et 500 tL de
persulfate d’ammonium 10 % sont ajoutés afin de permettre une polymérisation du
gel. Cette solution du gel de séquence est coulée entre deux plaques de verre (36.5
X 41 cm) préalablement siliconisées et un peigne de type dents de requin est
utilisé. Après polymérisation d’une heure à température pièce, le gel est installé
sur un appareil «SE 1 500 Sequencer» (Hoefer scientific instruments,
San Francisco, Califomie). Une migration préliminaire à 1 600 V dans du
TBE 1X est effectuée afin de réchauffer le gel. Comme chaque réaction de
séquençage comprend quatre tubes, correspondant aux quatre didésoxynucléotides,
2 1iL de chacun sont déposés dans des puits adjacents et l’électrophorèse est lancée
à un voltage constant de 1 800 V. Après l’électrophorèse, les plaques de verre
sont démontées et un papier Whatman GB 002 est placé contre le gel afin de le
décoller de la plaque. Le gel est couvert d’une pellicule transparente puis séché
1 h à 80 °C à l’aide d’un séchoir à gel Bio-RAD (Bio-RAD, Hercules, Canada).
Le gel séché est exposé sur un film X-Omat blue XB-1 (Eastman Kodak Co.,
Rochester, New York) à 25 °C pendant plus de 12 h.
2.1.8 Maxipréparation (gradient de CICs)
Après croissance bactérienne et amplification du plasmide provenant d’une
colonie isolée, les bactéries sont culottées par centrifugation dans un rotor à angle
fixe de type Beckman J.A 14 à 3 000 rpm pendant 10 min à 4 °C. Les culots
bactériens sont resuspendus dans une solution de sucrose 25 % et Tris-HC1 50 mM
pH 8.0 puis incubés sur glace dans une solution de lysozyme 10 mg / mL pendant
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10 min afin de lyser les membranes bactériennes. Pour inhiber certains enzymes
bactériens, 2 mL d’EDTA 0.5 M pH 8.5 sont ajoutés et 2 mL d’une solution
contenant du Triton 0.1 %, de l’EDTA 62.5 mM pH 8.5 et du Tris-HC1 50 mlvi
pH 8.0 sont aussi ajoutés pour précipiter l’ADN génomique. Ce mélange est
centrifugé dans un rotor à godets oscillants de type SW 28 à 21 000 rpm à 4 °C
pendant 1 h afin de culotter l’ADN génomique bactérien, les protéines et les débris
cellulaires. La phase limpide du surnageant contenant l’ADN plasmidique est
prélevée et déposée dans un second tube de polyallomère afin d’effectuer une
centrifugation sur coussin de ClCs. Pour ce faire, 3 mL d’une solution de TE
saturée de ClCs sont déposés dans le fond du tube contenant le surnageant d’ADN
plasmidique à l’aide d’une longue pipette pasteur. Le tout est centrifugé à l’aide
d’un rotor SW 28 à 21 000 rpm toute la nuit à 20 °C. Le lendemain, la phase
inférieure du tube (7.6 mL), contenant l’ADN plasmidique est prélevée puis
dissoute dans 4.5 g de C1Cs et dans 400 jiL de BrEt à 4 mg I mL afin de purifier
l’ADN plasmidique superenroulé sur un gradient de C1Cs. Après une
centrifugation à 50 000 rpm pendant 24 h à 15 °C dans un rotor de type T8-75, la
bande contenant l’ADN superenroulé est prélevée à l’aide d’une aiguille 20 G
L’ADN purifié est extrait deux ou trois fois avec de l’isopropanol pour enlever le
C1Cs restant et est ensuite précipité à —20 oc pendant 1 h en présence de
quatre volumes d’EtOH 70 % et de 0.15 M final de Naci. L’ADN est resuspendu
et reprécipité au besoin avec du Nacl 0.15 M final et deux volumes d’EtOH 95 %
puis lavé à l’EtOH 70 ¾ avant d’être resuspendu dans du TE. Un rendement
variant de 0.4 à 1 mg d’ADN est généralement obtenu selon cette méthode.
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Toutes les constructions sont conçues de façon à pouvoir être excisées du
vecteur plasmidique avant la mïcroinjection compte tenu de l’effet d’inhibition
exercé par les séquences procaryotiques sur l’expression des gènes chez la souris
transgénique (Aplan et al., 1990).
2.1.9 Constructions réalisées
La première étape de la construction utilisée pour la génération des souris
transgéniques et la transfection des cellules souches embryonnaires a été produite
en insérant le gène de f3-globine humain (3.904 Kb SphI-EcoRV) dans pGEM5
digéré aussi avec SphI et EcoR V, nommé pGEM5-f3glSE. À ce plasmide, la région
codante du gène de f3-globine a été enlevée en le digérant avec NcoI et BamHI
(42$ ph en moins l’exon 1, l’intron I et le début de l’exon 2). Il reste donc du
gène de f3-giobine, 1$ pb de l’exon 2, l’intron 2, l’exon 3 et le 3’UTR. Les
extrémités du plasmide digéré ont été rendues franches par la Klenow et l’ADNc
de BPI (1.13 Kb) a été lié au plasmide pGEM5-J3gISE. Cette ADNc de BP1 a
préalablement été excisée du vecteur pGEM7 avec Hindiil et XbaI et les
extrémités ont aussi été rendues franches par un traitement à la Klenow. Le
nouveau plasmide contenant l’ADNc de BP1, le promoteur de f3-globine de SphI à
Neol et la fin de 3-globine de BainHi à EcoRV est nommé pGEM5-f3BPJ f3.
Comme le site NcoI du gène de f3-globine correspond au site d’initiation de la
traduction, la région codante de f3-globine humaine a été remplacée par l’ADNc de
BPI. Après séquençage, le site ATG de f3-globine humaine s’est avéré être encore
présent (reconstitué par la Klenow du site NcoJ) CACCATG (f3-globine)
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GGGCCCTGGCCACAATG (BP1). Comme nous voulions préserver le codon
initiateur de BPI et que de toute manière celui de 3-globine n’était pas en phase de
lecture avec BP1, le plasmide pGEM5-3BP1f3 a été redigéré avec NcoI et un
traitement à la Mung Bean a permis d’enlever les quatre paires de bases
excédentaires. Le nouveau plasmide obtenu a été nommé pGEM5-I3BPI Ç3 ANcoI.
Un plasmide pUf3SH (11 Kb) contenant le LCR a été digéré avec EcoRJ et traité à
la Klenow. À ce plasmide digéré, l’ADNc de BP1 avec le promoteur tronqué (-264
ph) et la région en 3’ de 13-globine humaine (f3BPI 13) ont été liés. Ce fragment a
été, tout d’abord, excisé de pGEM5-f3BPlf3 AA/eol par une digestion SnaBI et XbaI
(4.082 Kb) et les extrémités ont été rendues franches par la Klenow. La
construction finale, contenant le LCR, le promoteur de 3-globine, I’ADNc de BP1
et le 3’ de f3-globine, est nommée pf3SH-f3BPlf3 (15 Kb). Les jonctions de cette
construction ont été séquencées et vérifiées par digestion enzymatique à chaque
étape pour s’assurer de l’intégrité de la construction. La construction linéarisée et
excisée du vecteur procaryotique par une digestion Sali et Noti, nommé
LCRI3BPH3 (voir figure 6), a été purifiée sur gradient de C1Cs et dialysée avant la
microinj ection.
Une deuxième construction a été générée afin de produire une sonde pour
la protection à la RNAse. Un fragment correspondant à la fin du promoteur de f3-
globine et au début de l’ADNc de BPI, a été amplifié par PCR afin de protéger
l’ARNm produit par le transgène lors de la protection à la RNAse. Un fragment
de 333 pb a été amplifié, tel que décrit dans la section 2.1.3, à partir du plasmide
pGEM5-13BP 113 ANcoI. Ce fragment a été inséré dans pBluescript KS digéré avec
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EcoRV, qui donne des extrémités franches et dont un ajout de T, a permis la
ligation du fragment amplifié, nommé pBKS-f3BPI (voir figure 6).
I
____
\ I Pwl BPI cDNAIflp-glnbinaPoiy /011
pf3SK43BP1
Légende de la Figure 6:
Les deux constructions finales pf3SH-fBPl E3 et pBSK-3BP1 sont
représentées sous la forme du plasmide obtenu. Le transgène à microinjecter
LCRf3BP1I3 sera excisé de p3SH-f3BP13 avec Sali et No!]. Le promoteur de f3-
globine de celle construction ne contient pas les sites de liaison à BP1.
2.2 Obtention des lignées de souris transgéniques
2.2.1 Préparation des fragments à microinjecter
Les fragments d’ADN utilisés pour la inicroinjection doivent être exempts
pf3SHf3BPlI3 SnaBl
Sai 1
Codon Stop Xba I
T3
figure 6. Schéma des constructions finales utilisées pour la microïnjection et pour
la production de la sonde pour la protection à la RNAse.
de toutes impuretés, c’est pourquoi une méthode de purification sur gradient de
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CICs suivi d’une dialyse est utilisée. L’ADN digéré (25 rg) (excisé du vecteur
plasmidique), provenant d’une maxipréparation, est séparé sur agarose. La bande
d’ADN d’intérêt est prélevée, excisée de l’agarose et précipitée pour être
resuspendu dans 2.4 mL de TE. À notre ADN resuspendu, 3.2 g de C1Cs ultrapure
(GibcoBRL) sont ajoutés et mélangés doucement en inversant jusqu’à dissolution
complète. Après une centrifugation de 48 h à 40 000 rpm à 22 °C dans une
centrifugeuse Beckman (Beckman Instruments, Columbia, Maryland) avec un
rotor de type SW 60, des fractions de 200 jW sont récoltées et 3 tL sont mis sur
gel d’agarose afin d’identifier quelles fractions contiennent l’ADN. Les fractions
contenant l’ADN (généralement deux fractions) sont poolées et dialysées. Pour ce
faire, les fractions à dialyser sont mises dans une membrane à dialyse
«SpectrafPor» et dialysées contre 10 000 fois (400 iL pour 4 L total de tampon)
à 4 oc en changeant le tampon (10 mM NaCI, 5 mM Tris pH 7.4 et 0.2 mM
EDTA) deux fois par jour. Par la suite, l’ADN dialysé est quantifié sur gel
d’agarose. Il est essentiel, lorsque l’on manipule de l’ADN à microinjecter de
toujours utiliser du matériel stérile et de rincer tout ce qui est utilisé avec de l’eau
filtrée. L’ADN quantifié est dilué dans un tampon d’injection (5 à 10 mM Tris pH
7.4, 0.1 mM EDTA) à une concentration de 3 ng / tL. Une concentration plus
élevée d’EDTA (1 mM) de même que la présence de MgCl2 sont toxiques pour les
oeufs (Brinster et al., 1985).
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2.2.2 Microinjection
La production de souris transgéniques implique trois principales étapes:
l’obtention d’oeufs fertilisés au stade d’une cellule, la microinjection d’ADN dans
un des deux pro-noyaux et la réimplantation de ces oeufs dans l’oviducte d’une
femelle pseudo-gestante. Le fond génétique des souris utilisées (fi) pour générer
les oeufs dérive d’un croisement de souris C57BL/6 et CBA/J. Dans un premier
temps, les oeufs F2 utilisés pour la microinjection sont obtenus à partir d’une
femelle fi, âgée de trois à cinq semaines, superovulée par administration
intrapéntonéale de 5 U d’hormone fSH (follicule stimulating hormone) 72 h
précédant la microinjection. Environ 46 h plus tard, 5 U de LH (honiione
lutéimsante) sont injectés intrapéritonéalement afin de rompre les follicules
matures. Les femelles superovulées et fécondées par des mâles fi sont ensuite
sacrifiées par dislocation cervicale et les oviductes sont déposés dans un pétris
contenant du milieu M2 (Sigma, St-Louis, Missouri). Les oeufs sont récupérés des
oviductes un à un dans un second pétris contenant 2.5 mL de M2 et 75 iL de
hyaluronidase 10 mg / mL (Sigma, type IV-S) afin de débarrasser les oeufs des
cellules cumulus oophorus qui les entourent. Les oeufs sont subséquemment
transférés dans un troisième pétri de M2 puis dans un pétri de Mi6 (Sigma) qui est
un milieu plus physiologique pour maintenir les oeufs en bon état. Les oeufs sont
placés dans un incubateur à 37 oc sous 5 % de C02, puis microinjectés un à un
avec de l’ADN linéaire évalué à 3 ng / tL. finalement, les oeufs (au stade d’une
cellule) sont transférés dans un oviducte d’une femelle pseudo-gestante
anesthésiée avec 0.015-0.017 mL d’avertin 2.5 ¾ / g (poids de la souris). Après
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dix-neuf à vingt et un jours de gestation, les souris nées ayant incorporé le gène
microinjecté sont les souris transgéniques «fondatrices».
2.2.3 Établissement des lignées transgéniques
Les souris transgéniques fondatrices ont été accouplées avec des souris Fi
de même souche (C57BL/6 X CBA/J) et différentes transmissions sont observées
selon que la fondatrice a incorporé le transgène au stade d’une cellule ou
ultérieurement. La progéniture issue de chaque souris fondatrice est appelée
<clignée transgénique». Toutes les souris d’une même lignée transgénique portent
le même nombre de copies du transgêne intégré au même locus chromosomique.
La génération de souris transgéniques nous permet d’identifier aussi s’il y a
présence d’intégration double du transgène. Parmi les souris transgéniques issues
d’une même fondatrice, deux profils d’intégration sont observés. Dans ce cas, les
deux intégrations sont considérées différentes et chacune correspond à une
nouvelle lignée transgénique. Dans le cas où le transgène est incorporé à une
étape ultérieure au stade d’une cellule, les souris fondatrices sont appelées
«mosaïques» car le gène n’est pas intégré dans toutes les cellules. L’intégration
d’un transgène s’effectue souvent en tandem selon une orientation tête à tête ou
tête à queue.
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2.3 Manipulation des cellules souches embryonnaires
2.3.1 Culture des cellules souches embryonnaires (ES)
Les cellules ES CCE sont maintenues en culture selon la méthode adaptée
de Gordon Keller, 1993, dans du DMEM (GibcoBRL) contenant 15 % sérum
(FBS (GibcoBRL)). Ce fBS doit préalablement être testé pour maintenir les ES
indifférenciées en présence de LIF (leukemia inliibitoiy factor) et différenciées en
absence de LIF. Le milieu de culture contient aussi 2 mM gÏutamine (GibcoBRL),
0.1 mM acides aminés (GibcoBRL), I mM pyruvate de sodium (GibcoBRL),
pénicilline (50 mg / L) et streptavidine (100 mg / L) (Sigma), 0.15 mM MTG
(Monothioglycérol) et 1 000 U / mL de LIF. Les cellules ES sont incubées dans
des pétris traités à la gélatine 0.1 % (Sigma) dans du PBS iX. Le milieu est
changé à chaque jour et les passages (trypsinisation et changement de pétris à une
densité moindre) sont effectués à tous les deux jours.
2.3.2 Production des cytokines
Afin de différencier les cellules ES en corps embryonnaires et en colonies
érythroïdes, l’utilisation de cytokines est essentielle. Ces cytokines vont activer
des voies de différenciation spécifique à chaques types cellulaires. Les cellules
COS-7 sont des cellules mammifères permettant l’expression de plasmide de
manière transitoire et la sécrétion dans le milieu de culture des cytokines d’intérêt
(provenant du plasmide transfecté). Les cellules COS-7 sont donc transfectées par
des plasmides contenant les cytokines LIF, IL-3, SCF et Epo afin d’obtenir de
grandes quantités. La transfection transitoire de ces plasmides dans les cellules
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COS-7 est faite par électroporation. Pour ce faire, 20 ig d’ADN plasmidique,
purifié par maxipréparation, sont incubés avec 1X107 cellules COS-7 dans 700 L
de milieu DMEM seul, 10 min sur glace. L’électroporation est faite dans des
cuvettes Bio-RAD 0.4 cm, à 250 V et 960 j..tF. Après une deuxième incubation de
10 min sur glace, les cellules transfectées sont ensemencées dans trois pétris
10 cm avec 15 mL de DMEM / 10 % sérum et incubées pour une période de trois
à quatre jours à 37 °C sous 5 % de C02. Les surnageants sont, par la suite,
récoltés et gardés à 4 oc.
Afin de déterminer la concentration des cytokines en ng / mL ou en
U / mL, l’utilisation de cellules dépendantes des cvtokines étudiées est
nécessaire. Pour ce faire, les cellules Baf3 sont utilisées pour I’IL-3; les cellules
Baf3/EpoR, pour l’Epo; les cellules B6SuIA, pour SCF. La concentration est
déterminée par la prolifération de chaque cellule à l’aide de l’incorporation à la
thymidine tritiée. Les cellules sont maintenues en culture dans du RPMI
(GibcoBRL) contenant 10 % sérum, 2 mM glutamine et 5 ng / mL d’IL-3.
L’incorporation à la thymidine tritiée s’effectue dans des plaques quatre-vingt-
seize puits Nunc (VWR Scientific, San Francisco, Califomie) à fond rond. Tout
d’abord, les cellules sont incubées 6 h en absence d’IL-3. Cette dépnvation en
IL-3 est nécessaire afin de réaliser une bonne incorporation de thymidine tritiée.
Après les 6 h de déprivation, les cytokines sont mises dans une plaque de quatre-
vingt-seize puits, en commençant par la concentration maximale pour chaque type
de cellules et en effectuant des dilutions 1:1 avec 20 iL de RPMI, tout en laissant
le dernier puits sans cytokines. Les concentrations maximales sont: pour Baf3,
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10 ng / mL de IL-3, pour Baf3/EpoR 0.6 U / mL d’Epo et pour 36SuIA,
100 ng / mL de SCF et un standard connu est utilisé comme contrôle. À chaque
dilution de cytokines, on ajoute 35X104 cellules du type approprié. Les dilutions
sont faites en duplicata. Les cellules sont incubées pendant 18 à 19 h à 37 oc sous
5 % de C02. Après cette incubation, une quantité de 37 Kbq de thymidine tritiée
(Perkin Elmer) par puits est ajoutée pour une période de 2 h pour IL-3, 2.5 h pour
l’Epo et 3 h pour sc afin de mesurer la prolifération cellulaire. Les cellules sont
récoltées sur une membrane Unifilter GF/B (canberra Packard canada, Perkin
elmer) à l’aide du «cell harvester» FiÏterMate universal. cette membrane est
séchée à l’air libre pendant 30 mm, scellée et 20 j.iL du liquide à scintillation
MicroScint-O sont ajoutés à chaque puits. L’incorporation de thymidine tritiée est
mesurée à l’aide du «Top count» (canberra Packard canada). Après que la
concentration est établie, par comparaison de l’incorporation de thymidine tritiée
avec le standard connu, les surnageants des cytokines sont aliquotés en petit
volume et gardés à —20 oc ou —80 °c.
Pour ce qui est du LIF, celui-ci est testé directement sur les cellules
ES cc utilisées pour la génération des transfectants stables. Les cellules ES sont
mises en culture en présence de différentes concentrations de LIF pour quelques
passages. La concentration du LIF est évaluée en fonction des cellules ES qui sont
restées dans un meilleur état indifférencié en comparaison avec un contrôle connu.
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2.3.3 Électroporation des cellules ES et sélection des transfectants stables
L’électroporation est réalisée comme pour les cellules COS-7, excepté que
1X107 cellules ES sont mises en présence de 10 g d’ADN plasmidique.
L’électroporation est faite à 200 V au lieu de 250 V et les cellules sont
ensemencées dans deux pétris 10 cm avec du milieu pour cellules ES (décrit plus
haut). En plus de l’ADN plasmidique correspondant à la construction, un
plasmide contenant le gène néomycine (PSV3Néo) est aussi transfecté, donc la
sélection des cellules ES transfectées est faite en présence de G-418, Geneticin
(GibcoBRL). Pour ce faire, 24 h après l’électroporation, 200 tg / mL de G-418
sont ajoutés aux cellules transfectées. La sélection est augmentée à 400 .tg / mL
de G-418 48 h plus tard et est poursuivi pendant cinq jours pour revenir à
250 jig / mL pendant quatre j ours supplémentaires. Au douzième jour, les
colonies résistantes sont repiquées à l’aide de buvards trypsinisés (Papier 3M
(Mandel Scientific Co i, Guelph, Ontario) et Trypsin, (Sigma)). Ces colonies
sont remises en culture dans du milieu sélectif pour cellules ES afin d’obtenir une
quantité importante de cellules pour effectuer la congélation et l’analyse Southem
de ces clones stables.
2.3.4 Congélation et décongélation des cellules
Les cellules sont congelées à une densité d’environ 3X1 06 cellules / vial à
congélation (Sarstedt, Newton, Caroline du Nord) dans du milieu de congélation
composé de 90 % sérum et 10 % DMSO (Sigma) pour les cellules ES CCE et les
transfectants et dans 50 ¾ sérum, 40 % DMEM et 10 % DMSO pour les autres
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types cellulaires. Les vials sont congelés à —80 °C. Les cellules sont décongelées
rapidement, transférées dans du milieu DMEM contenant 10 % sérum,
centrifugées à 1 200 rpm pendant 5 min et ensemencées dans du milieu adéquat
puis incubées à 37 oc sous 5 ¾ de C02.
2.3.5 Différenciation des cellules souches embryonnaires en corps embryonnaires
La différenciation des cellules ES en corps embryonnaires se fait de
manière spontanée en absence de LIF et en présence d’acide ascorbique. Les
cellules ES trypsinisées sont ensemencées dans du milieu de différenciation
constitué d’IMDM (GibcoBRL) contenant 15 % fBS, 2 mM glutamine,
50 .tg I mL d’acide ascorbique (Sigma), 5 % PFHM-I1 (Protein-free hybridoma
medium) (GibcoBRL) et 0.3 mM MTG et incubées à 37 oc sous 5 ¾ de co2. La
différenciation en milieu liquide, telle que décrite ici, se fait dans des pétris
bactériologiques 60 mm (Fisher) à une densité de 1.5 X i03 cellules / pétri et peut
être effectuée sur une période de différenciation de huit jours. L’obtention de
corps embryonnaires de plus de huit jours se fait dans un milieu semi-solide. Pour
ce faire, au milieu de différenciation déjà décrit, 50 ¾ de MeC (méthylcellulose)
(Fluka chemical, Ronkonkoma, New York), 300 jig / mL de transferrine
(Calbiochem, San Diego, Califomie), 25 ng / mL SCF et 1 ng I mL d’IL-3 sont
ajoutés. Au neuvième jour de culture, on ajoute aux corps embryonnaires une
solution contenant 25 % MeC, 10 % FBS, 25 ng / mL de SCF, 1 ng / mL d’IL-3
dans du TMDM.
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2.3.6 Différenciation des corps embryonnaires en colonies hématopoïétiques
Les corps embryonnaires des jours 7 et 10 sont utilisés pour différenciation
en colonies hématopoïétiques. Les EBs de jour 7 sont trypsinisés alors que les
EBs de jour 10 sont traités à la collagénase afin de conserver les récepteurs
membranaires intacts. Pour ce faire, le milieu serni-solide contenant les EBs est
dilué 1 / 10 dans du IMDM / 15 % FBS, ce qui a permis aux corps embryonnaires
de sédimenter. Les EBs ne sont pas centrifugés. À chaque clone différencié en
EBs (un pétris, environ 300 EBs), 1.3 mL de solution de collagénase (Sigma)
(25 mg de collagénase dans $ mL de PBS, agité 45 min à température pièce, filtré
et ajouté à 2 mL de F35) sont ajoutés et incubés à 37 oc sous 5 % de co2 sous
agitation douce pendant 2 h. Les EBs trypsinisés ou dissociés par collagénase sont
ensemencés dans un milieu de différenciation pour colonies hématopoïétiques,
semi-solide. Ce milieu est constitué d’IIvIDM contenant 50 °/b MeC, 10 % f35,
5 % PfHM-11, 200 p.g / mL transferrine, 100 ng / mL SCF, 5 ng / mL d’IL-3,
2 U / mL d’Epo et 0.45 mM MTG. La différenciation est faite dans des pétris de
culture Coming 35 mm (VWR Scientific) à une densité de I X l0 cellules / pétris
et incubé à 37 °C sous 5 ‘b de C02 pendant trois jours pour les colonies
érythroïdes primitives et sept jours pour les colonies érythroïdes définitives.
2.4 Étude de la structure du transgène
2.4.1 Extraction d’ADN
L’identification des fondatrices transgéniques et de leur progéniture est
effectuée en isolant de l’ADN de la queue digéré avec un enzyme de restriction et
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hybridé avec une sonde spécifique au transgène après un transfert Southem.
Chaque progéniture issue d’un croisement de souris transgéniques est analysée
pour la présence du transgène. L’ADN génomique est extrait selon Hogan et al.,
1986 à partir de 1.0 cm de queue digérée dans un tube de 1.5 mL (Sarstedt) avec
17.5 p.L de protéinase K (20 mg / mL) (Boeringer Manheim) dans un tampon
10 mM Tris pH 8.0, 400 mM EDTA, 100 mM NaCI et 10 % SDS. L’incubation
s’est effectuée à 55 °C toute la nuit sur une platefonrie berçante. Une première
extraction protéique avec 600 jiL de phénol équilibré avec du tampon 1 M Tris
pH 8.0 est effectuée en agitant vigoureusement les tubes 3 min puis, en les
centrifugeant 3 min à 13 500 rpm. La phase phénolée contient les protéines alors
que le surnageant contient l’ADN génomique. Une deuxième extraction au
phénol / chloroforme / alcool isoamyl (24 :24 :1) est faite de façon similaire.
L’ADN génomique, contenu dans la phase aqueuse prélevée, est précipité en
ajoutant 60 iL de NaOAc 3 M pH 6.0 et 600 j.iL d’EtOH 95 ¾. Le tout est
mélangé par inversion puis centrifugé 3 min. Finalement, le culot d’ADN
génomique est lavé avec 100 tL d’EtOH 70 %, séché sous vide et resuspendu
dans 100 iL de TE. Un rendement d’environ 1 tg / tL d’ADN génomique est
ainsi obtenu. L’ADN génomique extrait des cellules ES s’est effectué selon la
même méthode à partir d’un pétris de 100 mm confluent.
2.4.2 Transfert Southem
Les échantillons d’ADN génomique (—10 p.g) sont digérés dans un volume
final de 30 L: en présence de tampon IX, conespondaffi à l’enzyme de
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restriction utilisé, de BSA 0.1 mg / mL, de spermidine 0.003 M, de RNAse A
0.017 M et de 5 U d’enzyme. La digestion se fait à 37 oc toute la nuit. Les
échantillons digérés sont soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 1.0 %.
Les contrôles positifs sont évalués à une et dix copies du transgène par génome
soit 19 pg d’ADN linéaire pour un transgène de 11.5 Kb. Le gel est coloré au
BrEt et est photographié et traité dans une solution dénaturante (1.0 M Naci et
0.5 M NaQH) 30 min et dans une solution neutralisante (3.0 M Naci et 0.5 M Tris
pH 7.4) pendant î h. L’ADN est transféré avec du ssc IOX (3.0 M Naci et
0.15 M sodium citrate pH 7.0) sur des membranes Hybond-N (Amersham) selon
la technique de Southern (Southern, 1975). L’ADN transféré est fixé à la
membrane par exposition aux UV (UV Stratalinker, 2 400). Les membranes sont
préhybridées à 65 °c dans une solution de 5X ssc (1.5 M Nacl, 0.075 M sodium
citrate), 1OX Denhart (1 g de ficoli, type 400, Pharmacia; I g de
polyvinylpyrrolidone; 1 g de BSA, fraction V dans 50 mL d’eau), 0.1 % SDS et de
l’ADN de sperme de saumon soniqué et dénaturé 0.1 mg / mL pour au moins 4 h
et hybridés dans les mêmes conditions pendant 16 h. cette hybridation est faite
avec des sondes spécifiques au transgène qui sont marquées au 32P par «Nick
translation» (Maniatis et al., 1975). Le taux d’incorporation des sondes mesuré
sur des filtres Whatman grade 1 doit atteindre entre 30 et 50 % de radioactivité
incorporée. Les membranes sont lavées dans la solution I ssc 2X (0.6 M Naci,
0.03 M sodium citrate), SDS 0.1 %) 30 min à 65 °c et dans la solution II (SSC iX
(0.3 M Nacl, 0.015 M sodium citrate), SDS 0.1 %) 30 min à 65 °C et en dernier
dans la solution III (SS 0. iX (0.03 M Nacl, 1.5 mM sodium citrate), SDS 0.1 %)
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I h à 65 oc. Les membranes lavées sont exposées avec des films X-Omat blue
XB-1 (Eastman Kodak co.) pendant 24 h à —80 oc.
2.5 Vérification de l’expression
2.5.1 Extraction de l’ARN (Guanidium et Tnzol)
L’ARN total est extrait des organes ou du sang frais ou gardé à —80 °C en
utilisant la méthode d’extraction au thiocyanate de guanidium (chirgwin et al.,
1979). Les cellules sont lysées au Polytron dans 3 mL d’une solution contenant
4 M de thiocyanate de guanidium (Fluka), 0.5 ¾ de sarcosyl (Sigma), 25 mM de
citrate de sodium pH 7.5, 0.1 M de f3-mercaptoéthanol dans de l’eau DEPC
(diéthylpolycarbonate) pendant 30 s. Ensuite, 2.5 mL du lysat est déposé sur un
coussin de 1.4 mL de clcs (5.7 M clcs, 25 mM de NaOAc pH 5.0,
10 mM EDTA, 0.2 % DEPC dans de l’eau traitée au DEPC à une densité de 1.70 à
1.72 g / mL). La centrifugation de l’ARN sur ce coussin s’est faite dans des tubes
traités au DEPC dans un rotor SW 60 pendant 16 h à 36 000 rpm à 20 °c. Le
culot d’ARN est resuspendu dans 100 pi de GuHcl 7.5 M (7.5 M GuHcl
(Sigma), 25 mM de citrate de sodium pH 7.0, 5 mM DTT dans de l’eau DEPC à
pH 7.0) de quatre à cinq fois à un intervalle d’environ 15 min. L’ARN contenu
dans ces 100 tL est transféré dans un tube stérile et 100 tL de GuHCI 7.5 M est
ajouté sur le culot pour une deuxième resuspension de deux à trois fois. Les
200 jiL d’ARN resuspendus sont précipités avec 5 pi d’acide acétique I M DEPC
et 102 iiL d’EtOH 95 ¾ froid pendant minimum I h à — 20 °C. L’ARN précipité
et centrifugé 45 min à 13 000 rpm à 4 °c, est lavé avec 100 tL d’EtOH 95 %
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froid. Le culot d’ARN séché est resuspendu avec 50 pL d’eau DEPC, centrifugé
et le surnageant contenant l’ARN est récolté. La resuspension du culot d’ARN est
poursuivi avec 25 pL d’eau DEPC jusqu’à resuspension complète ou au maximum
quatre fois. L’ARN obtenu (environ 150 j.tL) est précipité avec 0.1 M final de
NaOAc 3 M pH 5.0 et deux volumes d’EtOH 95 ¾ froid à —20 oc toute la nuit.
L’ARN précipité, centrifugé et lavé est resuspendu dans 25 iL d’eau DEPc. La
quantification de l’ARN est faite par densité optique dans du tnéthanolarnine
0.01 M alors que l’intégrité de l’ARN quantifié (-1 jig) est observée sur gel
d’agarose 1.5 ¾ / formaldéhyde par l’identification des ARN ribosomiqes 28$ et
18$.
L’ARN total des cellules ES indifférenciées, des EBs et des colonies
hématopoïétiques repiquées est extrait avec du Trizol (Invitrogen, San Diego,
Californie) avec quelques modifications pour les colonies hématopoïétiques qui
ont beaucoup moins de cellules. Au culot de cellules, I mL de Trizol sont ajoutés
(250 p.L pour les colonies) et incubé à 25 °C pendant 5 min. Pour précipiter les
protéines, 0.2 mL de chloroforme (50 jiL pour les colonies) sont ajoutés et
mélangés vigoureusement pendant 15 s, suivi d’une incubation à 25 °C pendant 2
à 3 min et d’une centrifugation à 10 000 rpm à 4 °C pendant 15 min. La phase
aqueuse contenant l’ARN (excepté pour les colonies) est transférée et précipitée
avec 0.5 mL d’isopropanol, incubée pendant 10 min à 25 °c et centrifugée à
10 000 rprn pendant 10 min à 4 °c. Le culot d’ARN obtenu est lavé avec 1 mL
d’EtOH 75 %, séché à l’air libre et resuspendu dans 25 iL d’eau DEPC.
L’intégrité (—.1 tg d’ARN) est aussi vérifié sur gel d’agarose
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1.5 ¾ / forrnaldéhyde. Pour les colonies, la précipitation de la phase aqueuse
contenant l’ARN est faite en ajoutant 25 tL de NaOAc 7.5 M DEPC, 150 jtL
d’EtOH 95 ¾ et 1.5 tL de polyacrylarnide transporteur DEPC, incubé à —20 °C
toute la nuit. Après une centrifugation de 5 mm, le culot d’ARN est lavé avec
150 pi d’EtOH 70 % DEPC et séché à l’air pendant environ 10 min.
2.5.2 RT-PCR
La synthèse de l’ADNc est effectuée dans un volume de 20 pi à partir de
1 tg d’ARN total dénaturé pour les organes, les cellules ES et les EBs. La
réaction de RT est effectuée avec 500 ng d’une amorce aléatoire pd(N)6
(Pharmacia), 0.5 mM chaque dNTP, 10 mlvi DTT, 1 U / pi RNAsin (Pharmacia)
et 10 U / iL de transcriptase inverse M-N4LV (GibcoBRL) dans un tampon de RT
PCR iX (50 mM Tris-HC1 pH 8.3, 75 mM KC1, 3 mM MgCl2). La réaction est
incubée à 37 oc pendant 1 h et l’enzyme est inactivée en chauffant à 65 °c
pendant 10 min. Les amorces sens et antisens utilisées pour les réactions de PCR,
voir f igure 7, ont été choisies sur deux exons séparés d’un intron afin de
discriminer une amplification effectuée à partir de l’ADNc (provenant donc de
l’ARNm) de celle provenant d’un ADN génomique contaminant. Les conditions
d’amplification pour chaque ADNc sont les mêmes: 94 °c pendant 5 mm, suivi
de 30 cycles: 94 °c, 30 s, Tin oc, 30 s, 72 °C, 30 s, et de 10 min à 72 °c. chaque
paire d’amorces à un Tin °c particulier et un tampon qui lui est propre, voir
Tableau I.
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La synthèse d’ADNc par transcriptase inverse à partir de l’ARN extrait des
colonies hématopoïétiques est réalisée directement sur le culot d’ARN total car le
nombre de cellules au départ est trop petit. À chaque culot d’ARN, 9.5 pi d’un
mélange de réaction, contenant 6.1 pi d’eau DEPC, 2 rL de tampon 5X (1 st strand
buffer de GibcoBRL), 0.5 pi de DTT 0.1 mM, 0.2 pi d’amorce oligo dT
(1 pg I pi) et 0.2 iL de dNTPs 25 mM chacun, sont ajoutés et incubés pendant 20
à 30 min sans dissoudre avant au moins 20 min. La réaction de transcriptase
inverse est débutée en ajoutant 0.5 pi de MMLV (GibcoBRL) à chaque culot et
incubé à 40 oc pendant I h. L’ADNc synthétisé est précipité avec 5 pi de
NRTOAc 7.5 M, 0.5 pi de polyacrylamide transporteur et 30 .iL d’EtOH 100 % et
mélangé pendant 1 min par inversion. Après une centrifugation de 5 min à
13 000 rpm, le culot est lavé avec 150 1iL d’EtOH 75 ¾ et séché à l’air libre
pendant environ 10 min.
Avant d’amplifier l’ADNc, une réaction de «tailling» (addition de poly-A)
est réalisée en ajoutant, à chaque réaction, 5 jiL du mélange suivant: 0.4 pi de
dATP 100 mM, 1 aL de tampon 5X TdT (500 mM potassium cacodylate pH 7.2,
10 iM cocl2, I niM DTT) (GibcoBRL) et 3.6 pi d’eau DEPC. Après une
incubation de 5 à 10 min sans resuspendre, 7.5 U d’enzyme TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase) (GibcoBRL) sont ajoutées et le tout resuspendu et
incubé à 37 °c pendant 15 min. L’enzyme est inactivé en chauffant à 75 °C
pendant 10 min.
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LCR13BP1f3 et f3BPlf3
- LCR
8Kb
O2-O4Z. ZO2-O5
02-O
O2-O9
I PrE BPI cDNA I I 13-globin PnIy A I—
314 pb 1 Kb 2.8 Kb
13-majeur
S16
95-28. FR41
-H Exi J Ex2 J IEx3
157 pb 221 pb 125pb
95l5_s. _95-16
____
JEx2Ï IEX3I Ex4jEx5_I—
99 pb 98 pb 96 pb 47 pb 202 pb
Source d’ADNc Transcrit Amorces Séquence 5’-3’ ADNc ADN
EBs et colonies 02-04 gtatggccacctcctgtcttBPI 224pb 224pbEry. 02-05 gagtagatgcctcggcft
02-08 tggagcctggtatcagcatcSouristg,EBs B?! 417pb 1266pb96-5 tggacagcaagaaagcgagc
02-09 ccccaatttgtcctactccaERs BP1 894 pb 1 743 pb02-10 gccaccacfflctgataggc
Souris tg, ERs 95-2$ ggacccagcggtactttgatag13-majeur 239 pb 86$ pb
et colonies FR4 1 gtggcccagcacaatcacgat
Souris tg, BBs 95-15 aggagcgaffigctggtgtggaS16 95-16 gctaccaggcctttgagatgga 104 b] 194 pbet colonies
figure 7. Séquence des amorces sens et antisens pour l’analyse de l’expression
des transgènes LCRf3BP 113 et f3BP 113, de même que pour le gène murin 13-majeur
et le contrôle interne de la réaction PCR, soit l’ARN ribosomique murin S16.
Légende de la figure 7:
Le schéma montre les positions relatives des amorces sens et antisens alors
que le tableau indique la séquence des amorces et la taille attendue des
96-5
O2-10
amplifications.
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Tableau I. Tm °C et tampons utilisés pour les différentes amplifications
spécifiques à chaque paire d’amorces.
Amorces Tm °c Tampon IOX
02-04, 02-05 67 100 mM Tris-HC1 pH 8.3, 500 mMKCI, 15 mM MgC12, 0.01 % gélatine
02-08, 96-5 57 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mMKCI, 10 mM MgCÏ2
_02-09, 02-10 54 100 mM Tris-HC1 pH 8.3, 500 mMKCI, 10 mM MgCl2
95-28, FR1 60 100 mM Tris-HCI l4 8.0, 500 mM
_____ KC1, 15 mM MgCI2
95-15, 95-16 60 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mlviKCI, Ï5mMMgCI2
Légende du tableau I:
Le tableau présente les différentes conditions de PCR utilisées pour
amplifier les transcrits relatifs aux transgènes étudiés, aux gènes de 3-rnajeur et de
S16 murins.
“
Pour l’amplification de l’ADNc, 38.8 iL du mélange suivant: 25 pi de
tampon 2X (20 mM Tris pH 8.8, 100 mM KCI, 10 mM MgCl2), 2 tL d’amorce
oligo dl (1
.ig / pi), 0.5 pi de BSA I mg / mL, 7.25 pi d’eau DEPC, 2 pi de
dGTP, dCTP, dTTP 25 mM chacun, I iL de T4 gene 32 protéine (4.15 mg / mL)
(Pharmacia) et I pi de Taq Polymérase (5 U! pi ) (Gibco), sont ajoutés au 5 tL
d’ADNc-polyA. Le programme d’amplification est le suivant: 94 °C, 1 mm; 37
°C, 2 mm; 72 °C, 10 min pendant un cycle; suivi de quarante-quatre cycles à 94
°C, I mm; 55 °C, 2 mm; 72 oc, 10 min en terminant à 4 °C. À partir de cette
amplification d’ADNc, 2 pi sont utilisés pour les réactions de PCR spécifique
(voir figure 7 et tableau I) dans un volume de 20 jtL final.
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2.5.3 Protection à la RNAse
L’analyse de l’expression des souris transgéniques est effectuée par
protection à la RNAse. L’ARN total extrait du sang des souris transgéniques est
hybridé avec une sonde ARN radioactive afin de former un ARN double-brin qui
sera révélé sur gel dénaturant. Tout d’abord, la matrice d’ADN linéarisée
(1 ig I tL) est transcrite en sonde ARN, selon la méthode de Melton et al., 1984,
en présence de tampon de transcription contenant 50 mM Tris pH 8.0, 6 mM
MgC12, 10 mM spermidine, 0.02 M de DTT, 32.6 U de RNAsin, 0.5 mM de XTP
(A,G,C) chacun, 25 iM UTP, 1.85 MBq Œ-32P-UTP et 120 U de 13 RNA
polymérase dans un volume final de 20 iL. Cette réaction de polymérisation est
incubée à 37 oc pendant 1 h afin d’obtenir une incorporation minimale des
isotopes à 75 %. La matrice d’ADN est ensuite excisée, afin d’éviter que cette
ADN non-marqué hybride avec l’ARN, en incubant ce mélange avec de la
DNAse I exempte de RNAse 10 jig / iL et de la RNAsin 32.6 U à 37 °C pendant
10 min. Après une extraction au phénol pour inhiber les enzymes, la sonde
d’ARN est purifiée sur une coloime de Sephadex G-100 (Pharmacia) à l’aide d’un
tampon d’élution composé de 10 mM Tris pH 7.0, 1 mM EDTA et de 0.1 % SDS.
La fraction récoltée contenant la sonde est précipitée avec un dizième du volume
de NaOAc 3 M, de l’ARN de levure 50 p.g / mL et de deux volumes d’EtOH 95 %
froid. Chaque échantillon d’ARN (5 tg) est préalablement séché et la réaction
d’hybridation est effectuée à 52 oc pendant 16 h dans une solution de formarnide
80 % et d’un tampon d’hybridation (Pipes 40 mM pH 6.8, NaCI 0.4 M, EDTA
I mM) en présence de 4 ng de sonde ARN, marquée, par échantillon. Après
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l’hybridation, l’ARN simple-brin est digéré à 15 oc pendant 2 h dans 300 tL d’un
tampon de digestion (10 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA et 0.3 M Nacl) avec de la
RNAse A 40 ig / mL et de la RNAse Ti 2 .tg / mL. cette réaction est arrêtée en
incubant 15 min à 37 oc avec 20 tL d’une solution de 10 % SDS et 50 cg de
protéinase K. Après une extraction au phénol / chloroforme / isoarnyl suivie d’une
précipitation de l’ARN double-brin à l’aide d’ARNt de levure, les échantillons
sont séchés puis, resuspendus dans une solution de formamide $0 % et de colorant
(bleu de bromophénol 0.5 %, bleu de xylène cyanot 0.5 % et de TBE 2.5X). Les
échantillons préalablement chauffés à 90 °c pendant 1 min sont soumis à une
électrophorèse sur gel d’acrylamide 6 %, 7 M d’urée.
2.6 Pathotogie
2.6.1 Prélèvement des organes
Les organes tels que la rate, les reins, le coeur, les poumons, le foie, le
cerveau et les os sont prélevés chez des souris transgéniques de même que chez
des souris contrôles du même âge afin d’effectuer une analyse morphologique au
niveau tissulaire et cellulaire. Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale.
Les poids de la rate et de la souris analysée sont calculés afin de déterminer la
présence ou non de spiénomégalie chez les souris transgéniques.
2.6.2 fixation
Les organes prélevés sont fixés 24 h dans une solution de foniialine
(formaldéhyde 10 % dans du P3S IX (v/v)) avant d’être utilisés pour faire des
coupes histologiques.
Chapitre 3
RÉSULTATS
3.1 Détermination du rôle de BP1 dans l’érythropoïèse
LCRI3BPIE3
Afin de déterminer le rôle de BPI humain dans l’érythropoïèse murine et
humaine, nous avons ciblé l’expression de l’ADNc de BPI humain dans la lignée
érythroïde. Nous savons que BP1 est un répresseur in vllro du gène de f3-globine
humain, nous avons donc voulu étudier sa fonction in vivo en générant des souris
transgéniques qui exprimerait BP1 dans la lignée érythroïde.
Pour ce faire, nous avons généré une construction contenant l’ADNc de
BP1 (1.13 Kb HindIII-Xbuf) obtenu du Dr Patricia Berg, auquel nous avons lié le
promoteur (314 pb) et une région (2.808 Kb) du gène de 3-globine humain
comprenant la fin de l’exon II, l’intron II, l’exon III, le site de polyadénylation et
les régions flanquantes en 3’. Le promoteur, qui est de —264 pb du site d’initiation
à la transcription, est tronqué des sites de liaison de BP1 afin d’éviter une auto
inhibition du transgène. La région 3’ du gène de f3-globine humain est ajoutée en
aval de l’ADNc de BPI afin de permettre une stabilisation du transcrit, un épissage
et une expression efficace du transgène. Le LCR (8 Kb Groudine et aI., 1989),
comprenant les coeurs des sites d’hypersensibilité à la DNAse et les régions
flanquantes en 5’ et 3’ ont été ajoutés afin de permettre un haut niveau
d’expression indépendant du site d’intégration et dépendant du nombre de copies.
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3.1.1 Obtention de souris transgéniques
Le transgène LCR3BPif3, de 12 Kb, excisé du plasmide pf3SH-I3BPIf3 et
purifié a été microinjecté dans 2344 oeufs fécondés. La réimplantation a été faite
dans 84 femelles pseudo-gestantes (voir Tableau II). Parmi les 121 souriceaux nés
et criblés par Southern, une seule souris fondatrice portait le transgène en entier,
appelée LCRJ3BP1f3-32. Cette fondatrice portait le transgène à environ 1 copie par
génome (voir figure 8). Une deuxième souris LCRI3BP1f3-118 était positive pour
la présence du transgène, mais celle-ci s’est avérée être délétée du LCR.
La sonde d’ADN ayant servi au criblage Southem des souris LCRf3BP13
correspond à la construction entière utilisée pour exciser le fragment à
microinjecter, soit le plasmide pE3SH-I3BP1f3.
Afin d’obtenir des souris transgéniques de LCRf3BP1f3-32, celle-ci a été
accouplée avec un mâle FI (C57BI/6 X CBA/J). Parmi les 29 souriceaux criblés
par Southern, aucun ne s’est avéré positif pour la présence du transgène. Nous
avons aussi accouplé LCR3BPl3-32 avec un mâle YAC-f3-globine, dont le fond
génétique (C57B1/6) est différent de celui du mâle Fi (C57B1/6 X CBAIJ) et sur
47 souriceaux analysés, aucun positif n’a été criblé.
7$
Tableau II Résumé de la microinj ection du transgêne LCRf3BP 1 f3
# # Femelles # oeufs # Transferts # souriceaux # souriceaux
[purnées fi 1injectés positifs
37 368 2344 84 121 1
Légende du Tableau II:
Ce tableau montre le nombre de journées de microinjection qui ont été
réalisées en résumant le nombre de souris utilisées, le nombre d’oeufs
microinjectés, de transferts et de souriceaux obtenus.
23.1
9.4
6.6
4.4
2.3
2.0
Figure 8. Southem LCRf3BPI[3-32.
Légende de la figure 8:
Environ dix tg d’ADN digéré avec Eco Ri (RI) ou bien Bam Hi (Hi) a
été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 1 % et transféré sur une
membrane de nitrocellulose. Les membranes ont été hybridées avec une sonde
spécifique à la construction LCRf3BP1 f3. Trois bandes spécifiques sont attendues
pour chaque digestion, soit 8.8 Kb, 1.9 Kb et 1.3 Kb pour EcoRi et 7.1 Kb, 2.8 Kb
et 2.1 Kb pour BamHi. Le marqueur utilisé est ?. Hindiil et les copies (c)
correspondent à une et dix copies du transgène. Les trois souris sont issues d’une
même portée, soit les 30, 31 et 32’ souriceaux analysés.
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3.1.3 Analyse de l’expression
Afin de vérifier l’expression du transgène chez LCRI3BPl3-32, deux
approches ont été réalisées sur de l’ARN total extrait des réticulocytes présents
dans le sang périphérique de la fondatrice, soit la protection à la RNAse et le RT
PCR
3.1.3.1 Protection à la RNAse
Une sonde antisense a été produite à partir de la construction pf3SK-J3BPI
(voir figure 6) afin de vérifier l’expression du transgène LCRI3BP 113 par protection
à la RNAse. La construction a été linéarisée avec Esti, et l’utilisation de la T3
polyrnérase a permis de générer une sonde linéaire de 414 pb. La sonde d’ARN
nouvellement synthétisée protège l’ARNm du site d’initiation de la transcription
du promoteur de 3-globine et 129 pb de l’ADNc de BP1 pour un total de 179 pb
protégé. Sur la figure 9, on peut voir que l’ARN total extrait du sang périphérique
de LCR13BPI 13-32, contient l’ARNrn correspondant au transgène par la présence
d’un hybride d’ARN à la hauteur attendue. Cet hybride est spécifique à la
présence du transgène car on constate son absence dans le sang d’une souris
contrôle (mâle FI (C5731/6 X CBA/J)). Des difficultés à générer une sonde
radioactive pleine longueur et des problèmes d’hybridation, ont malheureusement
empêché de reproduire ce résultat une deuxième fois.
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Figure 9. Protection à la RNAse sur la fondatrice LCRI3BPI 13-32
Légende de la figure 9:
L’ARN a été extrait des réticulocytes présents dans le sang périphérique et
hybridé avec une sonde ribonucléique marquée au couvrant l’ARNm du site
d’initiation de la transcription du promoteur de 13-globine jusqu’à 129 pb de
l’ADNc de BPI. Le fragment protégé correspond donc à 179 ph. Dans la
travée 1: ARN de la fondatrice LCRf3BPYf3-32; travée 2 : ARN d’une souris de la
lignée f3BP11343 (non pertinent sur cette figure); travée 3 : puits vide; travée 4 à 6:
ARN de cellules K562 induites (voir BP1 endogène à 129 pb), 1 tg, 300 ng et 100
ng, respectivement; travée 7: ARN d’un contrôle négatif Fi; travée 8: contrôle
négatif avec de l’ARNt de levure. M : marqueur.
3.1.3.2 RT-PCR
Afin de s’assurer de l’expression du transgène de LCR13BPJ 13-32, dans le
sang périphérique, un essai de RT-PCR a été élaboré (chapitre 2, section 2.5.2).
Un fragment amplifié de 417 pb est observé dans la travée #1 (voir figure 10). Ce
fragment est spécifique au transgène, correspond à la taille attendue, et a été
séquencé afin de s’assurer de l’intégrité du messager transcrit. Un autre messager
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avec les oligos 02-09 et 02-10 a été observé et séquencé (résultats non montrés,
voir discussion). Cet autre messager correspond à un épissage aberrant du
transgène entre l’exon 3 de 3-globine et le 160e acide aminé de l’ADNc de BP1.
Cet épissage produit un messager tronqué de 80 acides aminés de BP1 et des
19 nucléotides de l’exon 2 de 3-globine.
#1 #2 #3 #4
D Dl -
__________
1)11
S16 * ZJi ZL
Figure 10. Analyse de l’expression du transgène LCR33P1 Ç3.
Légende de la figure 10:
L’ADNc de chaque échantillon a été synthétisé à partir de 1 g d’ARN de
réticulocytes présents dans le sang périphérique. Un soixantième du produit de RT
a été amplifié par PCR avec les amorces 02-08 et 96-5 pour le transcrit du
transgène et les amorces 95-15 et 95-16 pour le contrôle interne: l’ARN
ribosornique S16. Ces deux réactions ont été faites dans des tubes différents à
partir de la même dilution. Un aliquot de 10 .tL de chaque échantillon a été
soumis à une électrophorèse sur gel de polyacrylarnide 8 %. Dans la travée I
I’ADNc de LCR3BP1f3-32; travée 2: l’ADNc d’une souris provenant de la lignée
3BP1 f343 (non pertinent sur cette photo); travée 3: l’ADNc d’une souris négative
fi et dans la travée 4 t contrôle négatif où il n’y a pas de matrice d’ADNc.
3.1.4 Pathologie
LCRI3BP1I3-32 est décédée âgée de 18 mois. Nous avons quantifié la
cellularité de la moelle osseuse en comptant le nombre de cellules présents dans un
fémur. Pour LCRf3BPI 13-32, la cellulanté est près de deux fois plus élevée que
chez deux souris contrôles (fi) du même âge. Nous avons obtenu 8X107 cellules
pour LCR13BPÏ13-32 et 4.8 et 5.2X107 cellules pour les contrôles fi. Tous les
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organes, tels que la rate, les reins, le foie, le poumon, le coeur et le cerveau ont été
prélévés et fixés (chapitre 2, section 2.7.2). La spiénomégalie a été déterminée par
morphométne à partir des coupes histologiques de rate de LCR3BPl332 et de
deux souris contrôles Fi. On peut voir sur la figure lia, que la rate de
LCR3BP13-32 est plus de 2X plus grosse que celle des souris contrôles. De plus,
la rate de LCRI3BPÏI3-32 démontre une désorganisation au niveau de la pulpe
rouge et de la pulpe blanche causée par une expansion de la pulpe rouge. On peut
aussi observer plusieurs foyers d’érythropoïèse comparativement à la rate d’une
souris contrôle du même âge (voir figure 1 lb).
$3
••
‘.
LCRf3BPI 3-32
Figure lia
Ctr -.
LC R! BP I fi-32
Figure llb
Figure lia et llb. Coupe histologique de la rate de LCR3BP1f3-32
Légende de Ja figure lia et llb:
Cette figure montre des coupes histologiques de rate de souris contrôles
négatives et de la fondatrice LCRÇ3BP1F3-32 colorées à Ï’hématoxyline et éosine.
En lia, le grossissement est de l.6X.
Ctr Ctr
LCRf3BPI B-32
5X 20X
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3.2 Élucidation du rôle de BPI humain dans l’érythropoïèse
murine in vitro
Les résultats obtenus avec la microinjection de la construction LCRI3BP 1 f3
suggèrent deux hypothèses premièrement, que la souris fondatrice LCRf3BP1 f3-
32 est très mosaïque, ce qui fait qu’elle ne transmet pas le transgène et/ou
deuxièmement, que la présence du transgène BP 1 humain cause une létalité in
utero en affectant l’érythropoïèse murine. Nous avons voulu vérifier cette
deuxième hypothèse en utilisant les cellules ES comme modèle de différenciation
hématopoïétique murine.
Pour ce faire, nous avons généré des transfectants stables exprimant BP1
avec la même construction que pour la génération des souris transgéniques, soit
pf3SH-f3BP1f3 (15 Kb). Nous avons aussi généré des transfectants stables avec une
construction contrôle sans l’ADNc de BPI afin d’associer les phénotypes obtenus
à la présence de BPI et non à un effet de la transfection.
3.2.1 Constructions
Afin d’obtenir la construction contrôle, nous avons effectué les mêmes
étapes que pour la construction pf3SH-f3BP1f3. Pour ce faire, le plasmide pGEM5-
f3gISE a été digéré par NcoI et BumHI (428 pb en moins) et les extrémités rendues
franches par la Klenow ont été refermées sur elles-mêmes, nommé pGEM5-f3f3.
Afin d’exciser le promoteur tronqué et l’extrémité en 3’ de f3-globine, la même
digestion, soit SnaBI etXbul a été utilisée. Le fragment excisé (f3f3) de 3.122 Kb,
dont les extrémités ont été rendues franches, a été lié au plasmide pUf3SH (11 Kb)
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contenant le LCR, digéré avec EcoRI et traité à la Klenow (la même préparation
que pour la première construction). La construction finale a été séquencée et
nommée pf3SH-f313 (14 Kb) (voir figure 12).
pf3SHf3f3
Figure 12. Schéma de la construction contrôle pf3SHf3f3 utilisée pour
l’électroporation avec pJ3SHI3BPI f3 afin de générer les transfectants stables.
Légende de la figure 12:
La construction pf3SHf3f3 est représentée sous la forme du plasmide final.
3.2.2 Génération des transfectants stables
Afin de générer des transfectants stables, les constructions générées (pf3SH-
f3BP1f3 et pf3SH-f3f3) ont été électroporées en cotransfection avec un plasmide
pSV3néo, qui permet la résistance au G-418, dans des cellules ES CCE (Gordon
Keller) (chapitre 2 section 2.3.3). Après le 12e jour de sélection au G-418 des
transfectants stables, 51 clones ont été repiqués à l’aide de buvards trypsinisés.
Pour la construction pf3SH-f3BP ff3, 14 clones stables ont été obtenus et leur culture
a été poursuivi pour la congélation et les analyses Southern. Pour la construction
contrôle, 37 clones stables ont été obtenus et cultivés. Les clones stables ont été
gardés en congelant à —80 oc un pétris confluent de 10 cm alors qu’un deuxième
pétri a été utilisé pour effectuer les analyses génotypiques par transfert Southern.
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3.2.3 Analyse de l’intégrité du transgêne des transfectants stables par Southern
Comme les transfectants stables ont été générés avec des constructions
circulaires, ils doivent être bien génotypés pour la présence entière du transgène.
Après criblage par transfert Southem, trois transfectants LCR3BP1f3 (clones # 5, 9
et 14) et quatre transfectants LCR3l3 (clones # I-2, I-9, II-2 et II-12) sur les
cinquante et un clones analysés, ont été utilisés pour les analyses futures (voir
figure 13). Afin de s’assurer de l’intégrité, deux digestions diagnostiques,
Sali / Eco Ri et Sali / Bani HI, ont été utilisées. La sonde d’ADN linéaire
utilisée pour le criblage provient du plasmide pGEM5-3BP13 AA/col digéré avec
Acci, générant ainsi une sonde de 3.145 Kb couvrant le promoteur de J3-globine,
l’ADNc de BPI et la partie 3’ de 3-globine.
Les bandes attendues pour la digestion Sali / Eco Ri sont: pour
LCRf3BPfl3 de 8.8, 1.771 et 1.449 Kb et pour LCRt33 de 9.349 et 1.771 Kb, alors
que pour la digestion Sali / Bain Hi : pour LCRE3BP1f3 de 7.174 et 2.808 Kb et
pour LCRI3f3 de 6.1 et 2.80$ Kb. Par l’analyse des jonctions des transgènes, le
type d’intégration de ces clones semblent en être une de type tête-à-queue.
Une évaluation approximative du nombre de copies des transgènes a été
établie pour chaque clone stable en comparant l’intensité du signal par rapport aux
contrôles positifs (une et dix copies du transgène). Selon cette évaluation, les
clones 5, 9 et 14 portent respectivement cinq, une et deux copies alors que les
clones 1-2, 1-9, II-2 et II-12 semblent avoir respectivement une, une, deux et deux
copies.
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Figure 13. Analyse d’un transfert Southem des transfectants stables.
Légende de la figure 13:
Environ dix jig d’ADN digéré avec Sali et Eco Ri (SE) ou bien Sali et
Bain Hi (SB) a été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 1 % et transféré
sur une membrane de nitrocellulose. Les membranes ont été hybridées avec une
sonde spécifique aux constructions LCRf3BPI 3 et LCRf3f3. Le marqueur utilisé est
2 HindiIl et les copies (c) correspondent à une et dix copies du transgène /
génome.
3.2.4 Différenciation et expression
Afin d’évaluer le rôle de BP1 sur l’érythropoïèse murine, les transfectants
stables et les cellules ES CCE non transfectées ont été utilisés pour les différencier
en corps embryonnaires et en colonies hématopoïétiques. L’hémoglobinisation
des corps embryonnaires, la formation de colonies érythroïdes primitives et
définitives, de même que l’expression de BP1 ont été mesurés afin de définir le
rôle de BP1 sur l’érythropoïèse murine in vitro.
3.2.4.1 Différenciation en corps embryonnaires
La différenciation en corps embryonnaires a été effectuée lors de deux
expériences indépendantes sur les cellules ES CCE, les trois clones stables
23.1
9.4
6.6
4.4
LCRf3[3 LCRBP1[3
10G 1G II-12 11-2 1-9 I-6 I-2 114 9 5 I
Sf3 SE $3 SE SB SE SB SE SB SE SB SE SB SE Sf3 SE
2.3
2.0
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LCRf3BP1 (5, 9 et 14) et trois clones stables LCRE3I3, soit I-2, I-9 et II-12,
(chapitre 2 section 2.3.5).
L’expression du transgène LCRI3BP1!3 a d’abord été évaluée à partir des
corps embryonnaires différenciés sur plusieurs jours. Par RT-PCR, l’expression
de BP1 a été détectée dans les corps embryonnaires du jour 6 au jour 15 (voir
figure 14). Ce profil d’expression ressemble à celui du gène endogène de f3-
majeur, qui apparaît au jour 6, augmente jusqu’au jour 12 pour diminuer après le
jour 15. Les cellules ES CCE non transfectées et les clones stables
LCRf3f3 n’expriment pas BP1 à aucun jour de la différenciation alors que l’on peut
observer que l’expression de f3-majeur augmente aussi pour ces clones entre les
jours 9 et 12.
Comme le transgène BP1 est exprimé dans les corps embryonnaires, son
effet sur l’hémoglobinisation de ceux-ci a été mesuré. L’hémoglobinisation des
corps embryonnaires débutent au jour 5 de différenciation mais celle-ci est trop
faible pour effectuer un décompte des corps hémoglobinisés sur ceux non
hémoglobinisés. Durant la cinétique de différenciation des corps embryonnaires,
l’hémoglobinisation des différents transfectants et des cellules ES sauvages varie
entre 47 % et 72 % pour les jours 6 et 9 de différenciation (voir tableau III).
L’hémoglobinisation des corps embryonnaires aux jours 7, 8, 12, 13, 15 et 18 a
aussi été dénombrée et la même variation entre les transfectants a été observée
(résultats non-montrés). Par contre, aucune différence significative de
l’hémoglobinisation des corps embryonnaires n’a été observée entre les clones
stables LCRf3BP1f3 et les clones LCRf3f3.
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Clones CCE LCRÇIf3 LCRI3BPI f3
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EPI
f3maj
—
- -
Sf6 _ZE ZL1
___
]1LZ
Figure 14. Analyse de l’expression du transgène LCRf3BP1f3 par PCR.
Légende de la figure 14:
L’ADNc de chaque échantillon a été synthétisé à partir de 1 ig d’ARN extrait des
corps embryonnaires à différent jour de différenciation. Un vingtième de la
réaction de RI a été amplifié par PCR avec les amorces 02-09 et 02-10 pour le
transgène LCRf3BP1f3, les amorces 95-28 et FR41 pour f3-majeur et les amorces
95-15 et 95-16 pour S16 (voir tableau I). Un aliquot de 10 pi de chaque
échantillon a été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 1 %.
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Sauvage ou clones Jour 6 EBs Jour 9 EBs
stables hémoglobinisés % hémoglobinisés %
Sauvage 55.2 ± 2.3 62.6 ± 5.9
LCRI3BP1P5 66.3±4.0 7L4±9.5
LCRE3BP1I3 9 52.3 ± 1.8 60.7 ± 8.5
LCRI3BP1I3 14 53.4 ± 1.4 49.6 ± 33.1
LCRf3f3 I-2 68.9 ± 4.9 62.6 ± 5.9
LCR I-9 52.4 ± 2.5 46.8 ± 16.5
LCRf33 II-12 54.5 ± 0.8 85.2
Légende du tableau III:
Le tableau nous montre le pourcentage des corps embryonnaires
hémoglobinisés par rapport à ceux non-hémoglobinisés lors de deux expériences
indépendantes pour les six clones stables différenciés et les cellules ES non
transfectées (sauvage).
3.2.4.2 Différenciation en colonies hématopoïétiques
Comme les corps embryonnaires représentent une population mixte de
cellules, la différenciation de ceux-ci en colonies hérnatopoïétiques nous pennet
d’évaluer plus certainement le rôle de BP1 dans l’éiythropoïèse murine. Les
mêmes clones stables (LCRPBP1I3 5, 9 et 14 et LCRI33 I-2, I-9 et II-12) ont été
différenciés en colonies hématopoïétiques à partir des corps embryonnaires des
jours 7 et 10 (chapitre 2 section 2.3.6).
L’expression du transgène BP1 a été mesuré dans les colonies érythroïdes
primitives et dans les colonies érythroïdes définitives qui ont été prélevées des
cultures de méthylcellulose. En comparaison avec l’expression du transgène dans
les corps embryonnaires, l’expression de BP1 dans les colonies érythroïdes
primitives et définitives est augmentée d’un facteur 2 à 3, normalisé avec le
contrôle interne d’ARNr S16 (voir figure 15). Cependant, tout comme pour les
Tableau III : Hémoglobinisation des corps embryonnaires
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corps embryonnaires, BPI n’est pas exprimé dans les colonies érythroïdes
primitives et définitives des cellules ES CCE et des clones stables LCRI3I3.
Comme BP1 est exprimé dans les colonies érythroïdes primitives et
définitives pour les clones stables LCRI3BP1f3 et non pour les clones stables
LCRt3Ç3, il est possible d’évaluer son rôle en comparant le nombre de colonies
érythroïdes obtenues. La différenciation en colonies hérnatopoïétiques a été
réalisée deux fois, lors de deux expériences indépendantes avec les mêmes clones
qu’au départ. Même si BP1 est exprimé dans les colonies érythroïdes primitives
provenant des corps embryonnaires de jour 7, le nombre de colonies observées en
culture n’est pas affecté en comparaison aux cellules ES CCE et aux clones stables
LCR3Ç3 (Test statistique de Student, p>O.5 ) (voir figure 16). L’efficacité
d’ensemencement et la morphologie des colonies érythroïdes primitives sont
semblables pour tous les clones comparativement aux ES CCE. Par contre, pour
les colonies érythroïdes définitives provenant des corps embryonnaires de jour 7,
le nombre de colonies est significativement diminué par rapport aux cellules ES
CCE (p<O.O2 ) et aux clones stables LCR!33 (p<O.Ol) (voir figure 17). L’efficacité
d’ensemencement est la même pour tous les clones et les ES CCE et le nombre de
colonies macrophages, mixtes et érythroïdes définitives/macrophages n’est pas
affecté par le transgène BPJ. Lorsque l’on a différencié les colonies éiythroïdes
définitives à partir des corps embryonnaires de jour 10 traités à la collagénase, la
réduction du nombre de colonies observées a été moins significative (résultats non
montré).
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Figure 15. Analyse de l’expression du transgène LCRf3BPl par PCR
Légende de la figure 15:
L’ADNc a été synthétisé à partir de 1 tg d’ARN extrait des corps
embryonnaires à différent jour de différenciation et des colonies érythroïdes
primitives au jour 3. Pour les colonies érythroïdes définitives, la réaction de RT a
été faite directement sur le culot d’ARN obtenu. Les réactions de RT ont été
amplifiées par PCR selon les dilutions inscrites sur la figure avec les amorces 02-
09 / 02-10 et 02-04 / 02-05 pour le transgène BP1 et 95-15 / 95-16 pour le contrôle
interne, l’ARN ribosomique $16 (voir tableau I). Un aliquot de 10 tL de chaque
échantillon a été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose Ï %.
Colonies
érythroïdes
_____
primitives
par i05
cellules
Morphologie des colonies érythroïdes
LCRf3BPIf3 LCRf3f3
Figure 16. Graphique du nombre de colonies érythroïdes primitives et
morphologie
Légende de la figure 16:
Le nombre de colonies érythroïdes primitives a été déterminé dans deux
expériences indépendantes en comparant tes clones LCRf3BP 1 E3 avec les cellules
ES CCE et les clones LCRf33. Le nombre total de cellules mis en culture est
1X105 cellules provenant des corps embryonnaires de jour 7. Le grossissement
des colonies n’est pas le même pour chacunes. Analyses statistiques (Test de
Student) non significatives p>O.5.
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Figure 17. Graphique du nombre de colonies érythroïdes définitives et
morphologie
Légende de la figure 17:
Le nombre de colonies érythroïdes définitives a été déterminé dans deux
expériences indépendantes en comparant les clones LCRf3BP 1 f3 avec les cellules
ES CÇE et les clones LCRf3f3. Le nombre total de cellules mis en culture est
1X1O cellules provenant des corps embryonnaires de jour 7. L’efficacité
d’ensemencement est la même pour tous les clones et les CCE et le nombre de
colonies macrophages, mixtes et érythroïdes/macrophages n’est pas affecté par le
transgène BPI. Analyses statistiques significatives (Test de Student) p<O.O2
comparativement aux CCE et p<O.Oi comparativement aux LCRf3f3.
CCE LCRf3BPIf3 LCRf3f3
CCE LCRf3f3
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3.3 Élucidation du rôle de BPT humain dans l’érythropoïèse
murine in vivo
Les résultats obtenus in vitro sur le rôle de BP1 humain dans
l’érythropoïèse murine, soutiennent l’hypothèse de létalité in utero des souris
transgéniques LCRI3BPÎI3. Afin d’étudier le rôle de BPY dans l’érythropoïèse
murine in vivo nous avons généré des souris qui expriment l’ADNc de BPÎ dans la
lignée érythroïde au stade adulte à des niveaux comparable aux facteurs de
transcription tout en étant viable. Pour ce faire, nous avons utilisé la même
construction que celle de départ, c’est-à-dire LCRf3BP1f3, mais délétée du LCR.
Puisque le LCR permet de hauts niveaux d’expression, sa délétion devrait donc
entraîner des niveaux d’expression plus faibles et, potentiellement, permettre la
génération de souris transgéniques exprimant BPl au stade adulte.
3.3.1 Génération de souris transgéniques
La construction utilisée dérive de la première LCR3BPlÇ3 (voir section
3.1.1 et figure 7). Comme nous ne voulions pas le LCR, nous avons excisé
l’ADNc de BPI avec le promoteur tronqué et la région en 3’ de 3-globine
humaine du plasmide pGEM5-f3BPi3 ANcoI en utilisant les enzymes SnaBI et
XbaI (4.082 Kb). Le promoteur tronqué et la région en 3’ de f3-globine ont été
utilisés pour les mêmes raisons que la première construction LCRf3BP1I3. Ce
fragment d’environ 4 Kb correspond à la construction 3BP13 utilisée pour générer
les souris transgéniques. Cette construction linéaire (voir figure 1$) a été purifiée
avant d’être microinjectée.
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Après quelques journées de microinjection, 12 souris fondatrices sur 93
souriceaux criblés ont été générés pour une efficacité de microinjection de 13 ¾.
pGEM5- f3BPIf3ANCOI
Figure 18. Schéma de la construction pGEM5-33P ff3 AP..COJ utilisée pour la
microinjection
Légende de la figure 18:
La construction pGEM5-I3BP ff3 ANCOJ est représentée sous la forme du
plasmide final obtenu. Le transgène à microinjecter f3BPlf3 sera excisé de
pGEM5-BPY f3 ANcol avec Sna BI et Xba 1.
3.3.2 Criblage des souris pour l’intégrité du transgène par transfert Southem
Les souris fondatrices positives de même que leur progéniture ont été
criblées par transfert Southern afin de vérifier la présence et l’intégrité du
transgène. La sonde utilisée couvre tout le transgène et avec une digestion
diagnostique telle que Eco Ri, on attend deux bandes de 2,5 et 1,4 Kb. Si le
transgène s’est intégré de manière tête-à-queue, avec une digestion 3amHi on
attend une bande à 4 Kb étant donné que BamHl ne coupe qu’une seule fois le
transgène (voir figure 19).
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Figure 19. Analyse d’un transfert Southern des fondatrices f3BP 1.
Légende de la figure 19:
Environ dix jig d’ADN digéré avec Eco Ri (Ri) ou bien Bam Hi (BH1)
ont été soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose 1 % et transféré sur une
membrane de nitrocellulose. Les membranes ont été hybridées avec une sonde
spécifique à la construction I3BP1f3. Le marqueur utilisé est ? HinUfIl et les copies
(c) correspondent à une et dix copies du transgène. L’analyse montrée ici ne
représente que quatre fondatrices, soit les numéros 5, 9, 18 et 43.
Une évaluation approximative du nombre de copies du transgêne de chaque
fondatrice a été faite et parmi les 12 fondatrices, le nombre de copies varie de I à
plus de 35 copies (voir tableau IV). Toutes les fondatrices ont un type
d’intégration tête-à-queue. Chaque fondatrice n’a qu’une seule intégration
exceptée pour la ligné f3BP1 f343 qui a deux intégrations différentes. L’analyse de
la progéniture de f33P1f343 nous a montré deux types de jonctions différentes
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(résultats non montrés), chacune des intégrations a donc été considérée comme
une lignée différente, soit la 43A, la 433 et la combinaison des deux soit la 43AB.
Tableau IV. Caractérisation des fondatrices portant le transgène I3BP1 f3
Lignée I3BP1P # de copies Transmission Êvaluation relative
de l’expression
5 8-10 15/80 (19%) N.D.
9 2 3/9 (33 %) N.D.
18 4-5 0/60 (0%) +
43 30 25/55 (45 %)
52 5-7 5/11 (45 %) N.D.
53 5 DCD 10 semaines +
59 12-15 24/37 (65 %) +
69 1 11/39 (28%) N.D.
80 35-40 4/15 (27%) +++
81 5-7 15/38 (39%) +
83 5 12/24 (50%) ++
90 10 0/45 (0%)
Légende du tableau IV:
Le nombre de copies est évalué en comparant l’intensité du signal avec des
contrôles de une et dix copies du transgène lors de l’analyse Southem. La
transmission de chacune des fondatrices a été déterminée à partir d’un croisement
avec des souris Fi et l’évaluation de l’expression a été faite (voir figure 20) en
comparant des souris transgéniques des lignées entre elles (exception de 18, 53 et
90 qui reflète l’expression observée chez la fondatrice. N.D. non détectable
3.3.3 Analyse de l’expression du transgène f3BP1f3
Afin de détecter l’expression du transgène f3BP1f3, deux méthodes ont été
employées, soient la protection à la RNAse et le RT-PCR. Cette expression a été
mesurée à partir de l’ARN total extrait des réticulocytes du sang périphérique et à
partir des cellules de la moelle osseuse des souris transgéniques de chacune des
lignées générées. À l’exception des souris fondatrices f3BP1f3-18 et f3BP1f3-53 où
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l’ARN a été extrait de celle-ci et de la fondatrice t3BP113-90 qui est décédée avant
les analyses d’expression.
3.3.3.1 RT-PCR
Afin de s’assurer de l’expression du transgène 3BP1Ç3, dans le sang
périphérique et dans la moelle osseuse, un essai de RT-PCR a été élaboré (chapitre
2, section 2.5.2). Un fragment de 417 ph est observé dans le sang périphérique
pour les lignées 43, 59, 80, 81, 83 et pour les fondatrices 18 (voir figure 20a) et 53
(non montré). Pour les lignées 5, 9, 52 et 69 aucun transcrit n’a été observé à
partir de l’ARN extrait du sang périphérique (résultats non montrés mais voir
tableau IV pour l’évaluation relative de l’expression). La suite des analyses s’est
faite avec les lignées ayant différents niveaux d’expression, soient les 43, 59, $0,
81 ,83 et la fondatrice 18. Avec ces lignées, la même réaction de RT-PCR a été
faite sur l’ARN des cellules de la moelle osseuse afin de comparer les niveaux
d’expression à ceux observés dans le sang périphérique (voir figure 20b).
t oo
-ve F1 18 43 59 80 81 83 43
BP1
Si6
—
Figure 20a Sang périphérique
-ve f1 43 59 83 $1 $0 1$
BP1
Si 6 — .L—
figure 20b Moelle osseuse
Figure 20. Analyse de l’expression du transgène 3BPl
Légende de la figure 20:
L’ADNc de chaque échantillon a été synthétisé à partir de I jg d’ARN
extrait des réticulocytes ou des cellules de la moelle osseuse. Un soixantième de
la réaction de RI a été amplifié par PCR avec les amorces 02-08 et 96-5 pour le
transgène et 95-15 et 95-16 pour le contrôle interne d’ARN ribosomique $16. Un
aliquot de 10 tL de chaque échantillon a été soumis à une électrophorèse sur gel
de polyacrylamide $ %. En 20a: contrôle négatif où il n’y a pas de matrice
d’ADN; f1: contrôle d’une souris négative; l’ADNc de la fondatrice 1$; l’ADNc
des lignées 43, 59, 80, 81, 83 et 43 respectivement. En 20b: contrôle négatif où il
n_y a pas de matrice d’ADN ; fi: contrôle d’une souris négative ; l’ADNc des
lignées 43, 59, 83, $1 et 80 respectivement; 1’ADNc de la fondatrice 1$.
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3.3.3.2 Protection à la RNAse
Afin de pouvoir quantifier les différents niveaux d’expression obtenus par
RT-PCR, un essai de protection à la RNAse a été utilisé. Une sonde antisense a
été produite à partir d’un plasmide 3’ J3-globine humain afin de quantifier le
transgène f3BP1I3. Ce plasmide 3’ f3-globine humain permet de protéger l’exon 3
de 3-globine humaine compris dans la construction f3BP 1 f3. Le fragment protégé
est de 212 nucléotides et est spécifique au transgène. Le plasmide a été linéarisé
avec Eco Ri, et l’utilisation de la $P6 polymérase a permis de générer une
ribosonde linéaire marquée au 32P de 700 pb. L’essai a été réalisé sur les ARN
extraits du sang périphérique et de la moelle osseuse et dans les deux cas, seule la
lignée f33P1f343, dont le niveau d’expression semble le plus fort en RT-PCR,
donne clairement un signal d’un fragment protégé, les lignées f3BP1 f3 80 et
f3BPYf383 ont un faible signal alors que le ftagn’ient protégé n’apparaît pas pour les
autres lignées (résultats non montrés).
3.3.4 Analyse des paramètres hématologiques
Afin de vérifier que l’expression de BP1 humain chez la souris affecte
l’érythropoïèse, une analyse des paramètres hématologiques a été réalisée. Pour la
lignée exprimant le plus fortement BPÏ, soit la lignée 43 et une lignée
intermédiaire, la lignée $3, le nombre de globules rouges (RBC), la quantité
d’hémoglobine (HGB) et l’hématocrite (HCT) sont diminués de manière
significative alors que le pourcentage de globules microcytiques (¾ Micro) est
augmenté aussi de manière significative en comparaison avec des souris contrôles
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négatives du même âge (voir tableau V). Pour la lignée 43 ayant la plus forte
expression, le nombre de plaquettes (PLI) est significativement diminué alors que
la distribution des plaquettes (PDW) est augmentée en comparaison avec des
souris contrôles négatives du même âge (voir tableau VI). Pour les lignées
analysées, certains paramètres hématologiques n’ont pas changé de manière
significative, tels que le nombre de globules blancs, le pourcentage de
réticulocytes (% Rétic).
Tableau V. Paramètres hématologiques des lignées E3BPI 3
Lignée Nb Âge RBC 11GB HCT % Micro % Rétic
Ctr 6 8-10 10.10±0.18 15.6±0.3 50.5±2.0 0.1 ±0.0 2.7±0.2
mois
43 5 9-11 7.98 ±2.47 12.5 ±2.7 41.2 ± 8.5 0.5 ±0.1 5.5 ±5.0
mois p<O.l p<O.O5 p<O.O5 p<O.00I p<O.5
59 5 $ 9.99 ±0.25 15.1 ±0.5 49.0 ±1.6 0.2 ±0.1 2.4 ±0.4
mois p<O.5 p<O.1 p<O.5 p<O.l p<O.5
83 3 9-10 9.62 ±0.23 14.4 ±0.2 46.6 ±1.1 0.3 ±0.2 2.3 ±0.6
mois p<O.O1 y<O.00I p<O.Ol p<O.l p<O.5
Ctr 1 13 10.3 15.6 52.3 0.2 2.0
mois
18 1 15 4.95 7.2 31.9 0.8 9.4
(!L mois
Légende du tableau V:
Les paramètres hématologiques ont été dénombrés à partir du sang
périphérique de souris transgéniques exprimant différents niveaux de BPI, soit les
43 et $3 qui expriment les plus fortement et 59 qui exprime moindrement BPÏ.
Légende: RBC, nombre de globules rouges; HGB, la quantité d’hémoglobine,
HCT, l’hérnatocrite; /o Micro, % de globules microcytiques et % Rétic, % de
réticulocytes. Nb : nombre de souris analysées.
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Tableau VI. Paramètres hématologiques de la lignée Ç3BP13—43
Lignée Nb Âge PLT PDW
Ctr 6 8-10 1301±157 53.8±4.3
mois
43 5 9-11 442 ±325 63.4±6.4
mois p<O.00 p<O.O2
Légende du tableau VI:
Les paramètres hématologiques ont été dénombrés à partir du sang
périphérique de souris transgéniques exprimant le plus fortement BP1, soit la
lignée 43. Légende: PLT, plaquettes; PDW, la distribution morphologique des
plaquettes. Nb : nombre de souris analysées.
F—
Chapitre 4
DISCUSSION ET CONCLUSION
4.1 Discussion
4.1.1 Rôle de l’expression de BP 1 au stade adulte dans l’éiythropoïèse
Afin de déterminer le rôle de BP1 humain dans l’érythropoïèse,
l’expression de son ADNc a été ciblé aux cellules érythroïdes à tous les stades du
développement. Les études in vitro ont démontré que BP1 humain est un
répresseur du gène de 13-globine adulte au stade foetal (Chase et al., 2002). Nous
avons donc voulu exprimer BP1 au stade adulte afin d’étudier son rôle dans
l’érythropoïèse.
Pour ce faire, nous avons utilisé les séquences régulatrices du gène de f3-
globine adulte humain. Tout d’abord, le promoteur utilisé a été tronqué afin
d’enlever les deux sites de liaison de BPY aux positions —550 à —527 pb et —302 à
—294 pb. L’ utilisation du promoteur tronqué s’avère nécessaire afin d’éviter une
auto-inhibition du transgène. Il a été démontré, auparavant, que l’utilisation de ce
même promoteur, combiné à la région 3’ de f3-globine (à partir de PmLI à 62610 à
BglfI à 65558) et à un j.tLCR, amène l’expression de l’ADNc de GATA-l humain
dans les cellules érythroïdes embryoimaires et adultes dans une souris transgénique
(Li et al., 1997). Nous avons aussi ajouté la région en 3’ de f3-globine (à partir de
BamNI à 62613 à EcoRV à 65427) car nous voulions exprimer un ADNc.
Plusieurs études ont démontré l’importance des introns pour l’expression d’un
105
gène dans une souris transgénique, plus particulièrement la fonction de l’intron 2
du gène de f3-globine (Collis et al., 1990). Afin d’obtenir de forts niveaux
d’expression de notre transgène, nous avons ajouté à notre construction le LCR de
$ Kb (forrester et ai, 1989).
L’obtention d’une seule souris transgénique fondatrice LCRI3BP1J3-32 pour
la construction complète LCRf3BPIf3 et d’une seconde souris fondatrice
LCRf3BP1f3-118 mais avec la construction délétée du LCR soulève quelques
hypothèses. De plus, l’absence de progéniture transgénique pour la fondatrice
LCRI3BP1J3-32 et son sexe féminin ont rendu les analyses plus difficiles et
limitées. Premièrement, on pourrait penser que la préparation du fragment à
microinjecter est toxique pour les oeufs, mais après vérification, on voit que les
oeufs sont viables et doublent correctement après avoir été microinjectés.
Deuxièmement, ces résultats suggèrent que la présence de BPI au stade
embryonnaire est létale chez la souris. Le fait que le transgène n’a pas été
transmis dans une progéniture issue d’un croisement de la fondatrice LCRf3BP1f3-
32 avec un mâle FI (C57BI/6 X CBA!J), renforce l’hypothèse de létalité in utero
et nous indique que la fondatrice est peut-être aussi très mosaïque. L’intégration
du transgène aurait eu lieu à un stade de division plus avancé que le stade de une
cellule. Nous avons pensé restaurer le phénotype de létalité in utero en croisant la
fondatrice avec un mâle transgénique YAC-3-globine, mais aucune progéniture
transgénique n’a été obtenue avec ce croisement.
Afin de renforcer l’hypothèse de létalité in utero, l’expression de BPÏ a été
vérifiée dans le sang périphérique de la fondatrice LCR3BP 1 f3-32 par protection à
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la RNAse et par RT-PCR. Comparativement à une souris négative, BPI est
exprimé dans le sang périphérique de la fondatrice. Aucune analys n’a été faite
avec la fondatrice ayant un transgène tronqué, soit LCRt3BP I 3- 118, car elle
n’exprimait pas BP1 ou bien que son expression était sous le seuil de notre
détection.
Le décès un peu précoce de la fondatrice LCR3BP1f3-32, à l’âge de 1$
mois, suggère que celle-ci était en mauvaise santé. De plus, sa cellularité près de
deux fois plus élevée que les contrôles suggèrent une anomalie au niveau de
l’hérnatopoïèse. Kean et al., 2002, ont montré qu’un modèle de souris
thalassémique présentait aussi une cellularité au niveau de la moelle osseuse deux
fois plus élevée que des souris contrôles. Comme BP1 réprime le gène humain
adulte de f3-globine in vitro, on peut penser que chez la souris, une répression des
gènes murins par BP1 pourrait causer une thalassémie chez cette fondatrice.
L’analyse pathologique nous a démontré qu’elle présentait une splénomégalie, une
désorganisation des pulpes rouge et blanche de la rate et des foyers
d’érythropoïèse suggérant aussi un défaut éiythropoïétique. Une accumulation de
protéines de sérum amyloïde A (SAA) est observable, par microscopie
électronique (résultats non montrés), dans la rate et plusieurs autres organes.
Comme ces protéines ont un rôle dans les processus d’inflammation et d’infection
et que l’on ne leur connaît pas de rôle dans les défauts hématopoïétiques, il est
difficile d’associer cette observation à la présence de BP1. Par contre, on ne peut
pas exclure cette possibilité, il est facilement envisageable qu’une induction
07
érythropoïétique trop prolongée, causée par la présence de BP1, puise être
responsable de la sécrétion de ces protéines SAA.
Les observations pathologiques de la fondatrice LCRf3BPI t3-32, nous porte
à croire que BPI humain pouffait jouer un rôle dans l’érythropoïèse murine.
Cependant, les phénotypes observés peuvent être aussi dus à la position
d’ intégration du transgêne qui aurait affecter l’expression d’un autre gène impliqué
dans l’étythropoïèse murine. Coiume nous n’avions qu’une seule fondatrice ne
générant aucune souris transgénique, aucune analyse pour vérifier cette hypothèse
n’a été effectuée.
Les résultats obtenus nous ont surpris, nous avions préalablement vérifié
que les séquences consensus de BP 1 étaient absentes des régions promotrices des
gènes murins adultes de globine. Mais, comme BPI lie aussi des régions riches en
AT, et qu’il en existe plus en amont des régions promotrices de ces gènes (par
exemple, un motif (AT)4AT2 à —545pb du site d’initiation du promoteur de î3m
(Berg, et al., 1989)), il est possible que BPI lorsqu’exprimé fortement puisse lier
ces séquences et affecter l’expression de ces gènes.
4.1.2 Implication du rôle de 3P1 humain dans l’érythropoïèse murine in vitro
Suite à ces résultats inattendus, nous avons pensé que l’expression forte de
BPl cause une létalité in utero et que la fondatrice LCRÇ3BPl3-32 était très
chimérique, ce qui lui a permis de se développer jusqu’au stade adulte. Afin
d’appuyer ces hypothèses, il faut montrer que BPI humain joue un rôle dans
l’érythropoïèse murine, potentiellement en réprimant les gènes adultes de J3-
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globine endogène, soit min et/ou 3maj et/ou 1e (un second haplotype de
globine). Pour répondre à notre hypothèse, nous avons utilisé le système de
différenciation des cellules souches embryonnaires murines qui sont un bon
modèle d’étude de la maturation des précurseurs hématopoïétiques (Keller et al.,
1993).
Pour ce faire, nous avons généré des transfectants stables à l’aide de la
construction précédente et d’une construction contrôle, c’est-à-dire LCRI3BP1 3 et
LCR, délété de l’ADNc de BP1. Cette construction contrôle a été utilisée afin
de corroborer les résultats obtenus à la présence de BP 1 et non à un effet de
l’électroporation des cellules ES. Nous avons généré des transfectants stables afin
d’étudier le rôle de BP1 humain dans la différenciation des cellules ES en
précurseurs hématopoïétiques et, plus particulièrement, en précurseurs
érythropoïétiques primitifs et définitifs selon la méthode décrite par Gordon Keller
(Keller et al, 1993).
Nous avons utilisé l’électroporation comme moyen de transfection car c’est
le processus le plus utilisé et le plus efficace pour les cellules ES (Pevny et al.,
1991). Comme nos constructions plasmidiques ont été réalisées à partir du vecteur
pBluescript et que celui-ci ne contient aucun marqueur de sélection pour les
cellules eucaiyotes, nous avons effectuées une cotransfection avec un vecteur
pSV3néo. Ce vecteur contient le gène de sélection néomycine qui apporte la
résistance au G-41$. Après les cotransfections, nous avons obtenus 51 clones
stables, dont 14 clones pour le transgène LCRI3BP1P et 37 pour LCRI3I3. Comme
nous avions transfecté les vecteurs circulaires, une analyse génomique adéquate a
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été effectuée afin de s’assurer de l’intégrité des transgènes. Le criblage
génomique a été réalisé par transfert Southem et nous avons déterminé qu’au
moins trois transfectants sont intègres pour LCR3BP1 Ç3 (soient les clones #5, 9 et
14) et quatre transfectants sont intègres pour LCRI3I3 (soient les clones #I-2, I-9, II-
2 et II-12). Les autres clones ne sont pas intègres pour le transgène en entier,
puisque les bandes attendues sont soit plus courtes, soit ont perdu les sites des
enzymes de restriction utilisées pour le diagnostique et ont des bandes plus
longues que celles attendues. Mais, ces bandes plus longues laissent supposer
qu’il y a perte d’une partie du transgêne voulu et présence de séquences du
vecteur. La faible proportion de clones intègres peut s’expliquer par l’utilisation
des vecteurs circulaires lors de I’électroporation. Les coupures nécessaires à
l’intégration du transgène dans le génome des cellules ES peuvent survenir à
n’importe quel endroit du vecteur. Comme nous n’avons utilisé qu’une sélection
positive (résistance au G-418), le site d’intégration chromosomique peut être
différent pour chaque clone. Ceci peut être observable par les différents patrons
obtenus suite au transfert Southem, résultant des jonctions différentes pour chacun
des clones.
Afin de déterminer si BPY a un rôle dans la différenciation érythrocytaire
murine, les transfectants stables de même que les cellules ES non transfectées ont
été différenciées en corps embryormaires et en colonies hématopoïétiques. Nous
avons analysé l’expression de BP1 durant cette différenciation, le pourcentage
d’hémoglobinisation des corps embryonnaires et le nombre de précurseurs générés
pour chacun des transfectants. Nous avons montré que BP1 n’est pas exprimé au
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cours de la différenciation en corps embryonnaires et en précurseurs érythroïdes
des cellules ES non transfectées et des clones stables LCRf3I3. Par contre,
l’expression de BP1 dans les clones LCR3BP1f3 est détectable au sixième jour de
la différenciation des corps embryonnaires et est non-détectable à partir du dix-
huitième jour. De plus, BP1 est exprimé dans les précurseurs érythroïdes primitifs
et définitifs. Nous avons analysé l’expression du gène endogène j3ma] afin de
vérifier notre système de différenciation. L’ expression de 13mai est détectable au
sixième jour de différenciation et augmente jusqu’au quinzième jour pour
disparaître à partir du dix-huitième jour. Keller et al., 1993, ont rapporté
l’expression de plusieurs gènes durant la différenciation des cellules ES, dont celle
de j3’ et leur profil d’expression correspond bien à celui que nous avons observé.
Nous avons aussi remarqué que si on compare les niveaux d’expression de BP1
par rapport à S16 (le contrôle interne de la réaction de RT-PCR semi-quantitative),
il y a une augmentation d’un facteur deux à trois de l’expression de BPI dans les
précurseurs érythroïdes par rapport aux corps embryonnaires du neuvième jour.
Donc, l’expression de BPI augmente durant la différenciation des corps
embryonnaires mais aussi dans les précurseurs érythroïdes primitifs et définitifs.
Cependant, avec les différents essais de PCR utilisés, nous avons remarqué
la présence d’un transcrit supplémentaire. Ce transcrit a été séquencé afin de
déterminer sa nature. Ce transcrit provient d’un épissage aberrant entre l’exon 3
de f3-globine et le 160e acides aminés de l’ADNc de BP1. L’ARNm obtenu est
donc tronqué de 80 acides aminés (240 nucléotides), des 170 pb non-codantes de
BP1 incluses dans la construction et des 18 pb de l’exon 2 de 13-globine. Ce
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transcrit est observé en même temps que le transcrit complet du transgène. La
proportion de ce transcrit par rapport au transcrit complet n’a pas été mesuré de
manière quantitative. Afin de déterminer approximativement les niveaux
d’expression du transcrit complet de BP1 par rapport à S16, nous avons effectué
un essai à l’aide d’un oligo dans la partie de BP1 qui est spécifique au transcrit
complet. Comme les trois clones stables LCR3BP1f3 expriment les deux
transcrits, et que nous ne possédons aucun anticorps contre la protéine BP 1, il est
difficile d’associer les phénotypes observés à la présence de BP1 entier ou bien à
la présence de la protéine tronquée.
Tout de même, nous avons observé certains résultats qui sont
potentiellement intéressants. Au niveau des corps embryonnaires, même si BP1
est exprimé, on n’observe aucune différence significative dans le pourcentage
d’hérnoglobinisation. Comme ces EBs représentent une population hétérogène de
précurseurs, il est possible que l’effet de BPI sur les précurseurs érythroïdes soit
dilué, ou bien qu’il y ait compensation d’un des gènes de globine pour un autre qui
serait réprimé par BPI. C’est pourquoi, nous avons poursuivi la différenciation de
ces EBs en précurseurs érythroïdes. Nous avons déjà mentionné que BP1 est
exprimé dans ces précurseurs érythroïdes primitifs et définitifs, mais BPI semble
n’avoir aucun effet sur le nombre de précurseurs primitifs comparativement à ceux
générés à partir des cellules ES sauvages ou de celles tranfectées avec la
construction contrôle. Par contre, au niveau des précurseurs érythroïdes définitifs,
la présence de BP 1 entraîne une diminution significative de leur nombre par
rapport à ceux des cellules ES sauvages ou transfectées avec la construction
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contrôle. Pour ce qui est des autres précurseurs hérnatopoïétiques définitifs, leur
nombre reste inchangé en présence de BP 1. Ces observations suggèrent que BP 1
joue un rôle dans la différenciation des précurseurs érythroïdes définitifs et
soutient l’hypothèse qu’in vivo, son expression chez la souris transgénique peut
entraîner une létalité in utero.
Comme l’expression forcée de BP1 au stade adulte ne représente pas le
profil d’expression normal d’une souris, les résultats observés au niveau de la
différenciation des précurseurs adultes viennent affecter le développement murin
normal et la différenciation in vitro. Les résultats obtenus, c’est-à-dire un blocage
de la différenciation érythoïde définitive, soutiennent l’hypothèse de répression par
BP1 des gènes de f3-globine adultes au stade foetal. Cependant, l’interprétation des
résultats doit tenir compte que cette expression est anormale et peut changer le
développement murin d’une autre manière.
Comme nous avions identifié un deuxième transcrit, nous sommes
retournés vérifier sa présence dans le sang périphérique de la souris fondatrice
LCRJ3BPII3-32 et effectivement, ce deuxième transcrit aberrant y était aussi
présent. Afin de vraiment associer un rôle de BPY humain dans l’érythropoïèse
murine, il faudrait évaluer si ce transcrit produit une protéine tronquée et si celle-ci
pourrait jouer certains rôles, comnie par exemple agir comme dominant négatif de
BP 1. Dans ce cas, la fonTiulation des hypothèses du rôle de BP t serait à revoir.
Mais comme les deux expériences vont dans le même sens et sont explicables par
une fonction répresseure de BP 1, iI est fort probable que ce deuxième transcrit ne
soit pas stable et n’exerce donc aucun rôle dans nos études.
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4.1.3 Implication du rôle de BP1 humain dans l’éiytbropoïèse murine in vivo
En parallèle de l’étude avec les cellules ES, nous avons aussi généré des
souris transgéniques qui exprimeraient BPI dans la lignée érythroïde au stade
adulte dans le but d’évaluer son rôle in vivo dans l’érythropoïèse murine. Nous
voulions cependant diminuer les niveaux d’expression de BPI afin que ces soutris
transgéniques puissent se rendre au stade adulte.
Pour ce faire, nous avons utilisé la construction initiale, LCRI3BPI 13, que
nous avons délété du LCR et que nous avons nommé J3BP113. La perte du LCR
devait diminuer les niveaux d’expression et rendre celle-ci dépendante du site
d’intégration et indépendante du nombre de copies. Tous les autres éléments ont
été gardés pour les mêmes raisons que mentionnées plus haut.
Après microinjection du fragment purifié, flous avons obtenu 12 souris
transgéniques fondatrices sur 93 souriceaux analysés par transfert Southem. Les
12 fondatrices portaient le transgène intègre et leur nombre de copies variaient de
1 à plus de 35. L’obtention d’un aussi grand nombre de souris renforce
l’hypothèse de létalité in utero pour la première construction portant le LCR.
Les souris fondatrices ont été croisées afin de générer les lignées de souris
transgéniques. Neuf fondatrices ont transmis le transgène à leur progéniture dans
une proportion de 19 à 65 % de transmission, reflétant pour chacune leur niveau
mosaïque. Parmi les trois fondatrices n’ayant pas transmis le transgène, 13BP 113-53
est décédée à l’âge de dix semaines sans avoir généré de progéniture alors que
13BP 113-18 et 13BP 113-90 ont généré, respectivement 60 et 45 souriceaux et aucun
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ne s’est avéré positif. Comme la fondatrice 3BPl3-18 exprimait BP1 dans son
sang périphérique, il est possible d’envisager la même hypothèse que pour la
fondatrice LCR3BPl3-32, c’est-à-dire qu’elle soit très mosaïque et que la
transmission du transgène soit létale pour sa progéniture.
L’expression du transgène BPi chez les souris transgéniques a été mesuré
par protection à la RNAse et RT-PCR. Pour la protection à la RNAse, nous avons
utilisé une sonde différente de celle générée pour l’analyse de LCRÇ3BP1 3-32 car
nous pensions avoir des problèmes d’hybridation. Nous avons donc utilisé une
sonde en 3’ du transgène, soit une sonde couvrant l’intron 2 et l’exon 3 de f3-
globine. Comme nous avons utilisé un contrôle positif, soit l’ARN du sang
périphérique des souris YAC-f3-globine, l’essai a été mis au point. Par contre, les
niveaux d’expression des lignées transgéniques se sont avérés très faibles (tel
qu’attendu) et l’hybridation de la sonde, contrairement à une sonde contrôle (Œ
globine munne), ne nous a pas permis de quantifier convenablement l’expression
de chacune des lignées. Nous aurions dû utiliser une sonde contrôle dont
l’expression est beaucoup plus faible afin de produire des résultats comparatifs.
Seulement la lignée 13BP113-43, qui s’avère être celle avec le plus fort niveau
d’expression, nous laisse voir un fragment protégé par la sonde (résultats non
montrés). Par RT-PCR, nous avons évalué les lignées exprimant BP1 au niveau
du sang périphérique mais aussi au niveau de la moelle osseuse. Les niveaux
d’expression sont très variables et plutôt faibles, mais cela correspond à ce que
l’on attendait étant donné que le LCR est absent de notre construction. Le
transgène est donc dépendant de son site d’intégration et indépendant du nombre
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de copies intégrées. On peut quand même associer le nombre de copies élevées
pour les lignées 13BP113-43 et I3BPÏ 13-$0 au plus fort niveau d’expression de BPI
dans le sang périphérique. Tout en n’étant pas quantitative, il semble que
l’expression de 13BPI f3-43 dans la moelle osseuse est plus élevé que celle de
I3BPI f3-80. L’expression de BP1 de I3BPI 13-80 dans le sang périphérique semble
diminuer par rapport à la moelle osseuse. Afin de corroborer les analyses
phénotypiques, il faudrait évaluer l’expression de BP1 de manière plus
quantitative, soit par RT-PCR quantitatif, et tant au niveau du sang périphérique
qu’au niveau de la moelle osseuse. Ceci permettrait d’observer s’il y a une
certaine sélection au niveau de la moelle osseuse pour les cellules qui
n’exprimerait pas BP1, ce qui diminuerait donc son expression dans le sang
périphérique. De plus, nous avons observé dans toutes les lignées exprimant BP1
la présence du transcrit aberrant. Encore une fois, la quantification de ce transcrit
par rapport au transcrit complet n’a pas été faite.
L’analyse des paramètres hématologiques a été effectuée pour les lignées
ayant différents niveaux d’expression de BP1. PanTli les trois lignées présentées,
les niveaux d’expression semble être plus élevés pour 13BPI 13-43, ensuite 13BPI 13-
$3 et 13BP113-59. On peut observer une tendance significative à la baisse pour le
nombre de globules rouges, la quantité d’hémoglobine, l’hématocnte et une
augmentation du pourcentage de cellules microcytiques pour ces trois lignées en
comparaison avec des contrôles négatifs de même âge. Cette tendance est plus
prononcée pour les lignées f3BPI13-43 et f3BPlf3-83. Ceci suggère un défaut
hérnatopoïétique, plus particulièrement au niveau érythrocytaire. Ces résultats
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tendent encore à valider un râle de BPI dans l’érythropoïèse murine définitive.
Pour ce qui est de la fondatrice f3BPlf3-18 qui n’a pas transmis le transgène, ce
défaut est encore plus significatif malgré qu’il n’y ait qu’une seule souris analysée.
Pour la lignée 13BP113-43, qui semble posséder le plus haut niveau d’expression, on
observe aussi une diminution significative du nombre de plaquettes et une
augmentation de leur distribution par rapport aux souris contrôles. Comme ce
défaut est observable pour une seule lignée, il est difficile de l’associer à la
présence de BP1. Ce défaut peut être dû au site d’intégration du transgène dans
cette lignée. Mais, comme cette lignée semble avoir la plus forte expression de
BPI, il est possible de penser que son niveau d’expression peut aussi être
responsable de ce défaut du nombre de plaquettes. Dans la littérature, on attribue
deux rôles à la protéine GATA-1, un râle érythrocytaire (en absence de GATA-1,
on observe un arrêt de la maturation des proérythroblastes et une augmentation de
l’apoptose) et rnégacaryocytaire ( en absence de Gata-1, on observe un arrêt du
développement des mégacaryocytes avec une hyperprolifération de ces
précurseurs). On sait qu’un des partenaires protéiques de GATA-1 est FOG-l, et
que l’absence de FOG-l cause un défaut des plaquettes beaucoup plus prononcé,
ce qui suggère que FOG-l aurait un rôle dépendant et un indépendant de GATA-1
dans la différenciation des mégacaryocytes. On peut penser que BP1 a aussi un
rôle au niveau des globules rouges et des plaquettes. Mais comme aucun
partenaires de BP1 ne sont connus et que le phénotype plaquettaire n’a été observé
que chez une seule lignée, il est difficile d’associer un mécanisme de régulation à
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BP1. L’analyse plus en profondeur des autres lignées et des temps de saignement
des souris devraient confirmer ou non cette hypothèse.
4.2 Conclusion
L’ensemble de ces résultats tend à démontrer que BP1 humain joue un rôle
in vitro et in vivo dans l’érythropoïèse murine et potentiellement dans
I’érythropoïèse humaine. Nous envisageons d’évaluer le rôle de BP1 dans
l’érythropoïèse humaine en croisant nos souris transgéniques BPI avec des souris
YAC-f3-globine qui contiennent le locus entier de 13-globine humain. Mais,
auparavant, afin d’affirmer que BP1 joue réellement un rôle dans l’érythropoïèse
murine, plusieurs analyses doivent être faites. Premièrement, pour la construction
LCR3BPl3, il serait intéressant d’analyser à quel jour embryonnaire survient la
létalité in utero. Grâce aux analyses in vitro des cellules ES, on peut penser que
cette létalité surviendra vers les jours 11 ou 12, au moment où l’érythropoïèse
primitive du sac vitellin subit une commutation à l’érythropoïèse définitive dans le
foie foetal. Bien entendu, il faudra s’assurer que le transcrit aberrant n’est pas
traduit et donc qu’il ne cause aucun phénotype observable.
Avec les études in vitro et les souris transgéniques f3BP 1 3, il faudra serni
quantifier l’expression de BP1 et des gènes de globine murins (des essais ont été
fait avec 13mai (non montrés), mais son expression est tellement forte en
comparaison avec BP1 que nous n’avons pu voir un effet répresseur quelconque).
Des essais quantitatifs en RT-PCR seront sûrement intéressants afin de visualiser
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l’action de BPI sur plusieurs autres gènes érythrocytaires, tels que
l’érythropoïétine ou GATA-1 et sur les gènes murins de globine.
Comme l’absence de GATA-1 semble jouer un rôle dans l’apoptose des
précurseurs érythroïdes définitifs (Weiss et al., 1995), il serait intéressant de voir si
nos précurseurs érythroïdes définitifs exprimant BPI sont diminués dus à un arrêt
de différenciation causée par une augmentation de l’apoptose. Des essais tunnels
sur nos clones stables en différenciation pourrait nous indiquer la présence ou non
d’ apoptose.
Le but initial d’analyser le rôle de BPI sur le gène humain de f3-globine
adulte (par des croisements des souris transgéniques BPÎ avec les souris YAC-f3-
globine) s’est avéré en réalité plus complexe que prévu. Par contre, cette étude
nous aura permis d’associer la régulation du locus de 3-globine murin plus près de
celle du locus humain. Il y a une différence tant qu’aux commutations
embryonnaire à foetal et foetal à adulte qui sont semblables ou non chez la souris
(une ou deux commutations). Avec ces études, la compréhension des mécanismes
de régulation du locus de f3-globine rnunn nous permettra d’élaborer de nouvelles
approches afin d’étudier la régulation du locus humain par BPI. Plusieurs facteurs
de transcriptions sont communs chez l’homme et la souris et BP1 humain possède
peut-être un homologue murin qui aurait une fonction dans la régulation des gènes
de globine ou des autres gènes érythrocytaires.
De plus, la détermination du rôle répresseur de BP1 sur le gène adulte de 13-
globine humain pourrait permettre d’envisager le traitement de certaines
hémoglobinopathies de manière différente.
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